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Abreviaturas 
 
A/E: attaching and effacing 
AUC: área bajo la curva 
DAEC: E. coli de adherencia difusa 
DC50: dosis citotóxica 50 
DO: Densidad Óptica 
dpc: días post challenge  
dpv: días post vacunación 
EAEC: E. coli enteroagregativa 
EHEC: E. coli enterohemorrágica 
EIEC: E. coli enteroinvasiva 
EPEC: E. coli enteropatogénica 
ETEC: E. coli enterotoxigénica 
GADPH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
HRA: hisopado recto-anal 
IFNγ: Interferón γ 
Ig: Inmunoglobulina 
IL: interleuquina 
LB: linfocito B 
LEE: locus of enterocyte effacement 
LT: linfocito T 
MOI: multiplicidad de infección 
nm: nanómetros 
PBS: buffer fosfato salino 
PKW: Pokeweed Mitogen 
SFB: Suero Fetal Bovino 
SIM: separación inmunomagnética 
SRP: Receptor de sideróforo y porina  
SST3: Sistema de Secreción de Tipo III 
STEC: E. coli productora de toxina Shiga 
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Stx1: Toxina Shiga 1 
Stx2: Toxina Shiga 2 
SUH: Síndrome Urémico Hemolítico 
TGFβ: Factor de crecimiento transformante β 
TNFα: Factor de necrosis tumoral α 
URA: unión recto-anal 
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Resumen 
 
Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un patógeno zoonótico de 
importancia mundial, capaz de causar diarrea severa (colitis hemorrágica) y síndrome 
urémico hemolítico (SUH) en humanos. El SUH está ampliamente distribuido en el 
mundo y Argentina tiene la mayor incidencia mundial, con aproximadamente 400 
casos nuevos por año donde el serotipo prevalente es el O157:H7. 
El ganado bovino es el reservorio animal primario de STEC y la fuente de infección más 
frecuentemente identificada. STEC coloniza el intestino bovino, donde no son meras 
bacterias comensales de la microbiota intestinal sino verdaderos patógenos provistos 
de un arsenal de virulencia que incluye las toxinas Shiga (Stx 1 y 2), la isla de 
patogenicidad LEE que codifica para la adhesina Intimina y su receptor Tir, el sistema 
de secreción de tipo III (SSTT) compuesto por las proteínas Esp (Escherichia secreted 
protein) y varias proteínas que son traslocadas a las células de los mamíferos, además 
del plásmido O157. 
Dado que los bovinos son el principal reservorio de esta bacteria, resulta evidente que 
una estrategia de intervención que limite la colonización y excreción del ganado, 
debería reducir el riesgo de exposición de las personas a este patógeno. La hipótesis 
central del proyecto fue que un aumento de la respuesta inmune contra los factores 
de virulencia de E. coli O157:H7, a partir de la administración de una vacuna, podría 
prevenir la colonización de la mucosa intestinal bovina. En este contexto, el objetivo de 
este trabajo fue evaluar vacunas a subunidades recombinantes que incluyeron la 
fracción carboxilo-terminal de Intiminaγ (IntiminaγC280), EspB y la subunidad B de la 
toxina Shiga 2 como fusión a Brucella Lumazina Sintasa (BLS-Stx2B). 
En primer lugar, se desarrolló un modelo de colonización experimental en donde se 
seleccionó una dosis de inoculación intragástrica. Asimismo, se estableció como 
criterio de selección de los animales a incluir en ensayos de vacunación y desafío, la 
ausencia tanto de anticuerpos previos contra IntiminaγC280 como así también de otras 
STEC no O157 en unión recto-anal.   
Posteriormente se demostró que la inmunización sistémica de terneros con los 
factores de virulencia mencionados anteriormente genera anticuerpos específicos 
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tanto en suero como en mucosas. Los anticuerpos humorales presentaron capacidad 
neutralizante in vitro de diversas propiedades de virulencia de la bacteria en las que 
están involucradas estas proteínas, tales como neutralización de la citotoxicidad de 
Stx2 en células Vero, inhibición de la lisis de glóbulos rojos ovinos e inhibición de la 
adherencia a células Hep-2. Por otro lado, los anticuerpos obtenidos a partir de la 
mucosa de íleon, unión recto-anal y ciego de los animales inmunizados con BLS-Stx2B 
también fueron capaces de neutralizar la citotoxicidad de Stx2 in vitro. 
Frente al desafío experimental, se observó una reducción significativa en la excreción 
de E. coli O157:H7 en los animales vacunados respecto de los controles. Sin embargo, 
no se observaron diferencias entre los grupos inmunizados con IntiminaγC280 + EspB 
respecto del grupo que, además de estos dos antígenos, incluyó a BLS-Stx2B. Estos 
resultados sugieren que, a pesar de la efectiva funcionalidad de los anticuerpos contra 
este factor de virulencia observada in vitro, la adición de este antígeno no confiere 
protección adicional respecto de la observada para IntiminaγC280 y EspB, al menos en 
las primeras semanas luego del desafío experimental. Aún queda por determinarse si 
la inclusión de este antígeno altera los patrones de excreción de E. coli O157:H7 a largo 
plazo y luego de exposiciones recurrentes a bajas dosis de la bacteria. 
A pesar de ello, a través de este trabajo de tesis se ha demostrado la factibilidad de 
utilizar la vacunación como una estrategia de intervención pre-faena para el control de 
la colonización bovina por Escherichia coli O157:H7.  
La reducción  del contagio humano y el desarrollo de patologías asociadas a este grupo 
de bacterias deben ser abordadas mediante diferentes estrategias que reduzcan la 
diseminación del patógeno en el ambiente y la contaminación de agua, vegetales y 
otras especies animales. En este sentido, el desarrollo de una vacuna recombinante 
para su utilización en animales de consumo significa un aporte para la solución de un 
problema de salud pública, no solo para Argentina sino para la región y el mundo. 
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I.1  Escherichia coli 
 
I.1.1  Escherichia coli  
Escherichia coli (E. coli) es un bacilo Gram negativo de la familia de las Enterobacterias 
que se encuentra normalmente en el intestino del ser humano y de los animales de 
sangre caliente1. La mayoría de las cepas de E. coli son inocuas y constituyen parte de 
la microbiota intestinal normal, aunque son capaces de provocar enfermedad en 
huéspedes inmunocomprometidos2,3. Por otro lado, algunas cepas de E. coli poseen 
diversos factores de virulencia que las convierten en la causa más común de infección 
tanto intestinal como extra-intestinal3, provocando patologías tales como diarrea, 
infección de vías urinarias, meningitis y sepsis, entre otras4,5.  
Recientemente se ha descripto una variación de hasta 1 millón de pares de bases entre 
el tamaño de los genomas de cepas comensales y patógenas, siendo este material 
genético adicional el que codifica para factores de virulencia y otros genes que les 
proporcionan ventajas competitivas. Este pool genético es flexible y permite la 
ganancia o la pérdida de genes a lo largo de todo el genoma, convirtiendo a E. coli en 
un verdadero patógeno con un arsenal de virulencia variable y diverso4. 
De acuerdo a los determinantes de patogenicidad y a los mecanismos por los cuales E. 
coli es capaz de causar una enfermedad, ha sido clasificada en varios serotipos, 
patotipos y filotipos. 
 
I.1.2 Serotipos  
Esta clasificación tiene en cuenta el perfil de antígenos de superficie O (somático), H 
(flagelar) y K (capsular). Estos antígenos existen en diversas combinaciones, y una 
combinación específica indica un serotipo. Dado que solo unos pocos laboratorios 
cuentan con las capacidades para identificar el antígeno K, el gold standard para la 
tipificación resulta de la determinación de los antígenos O y H6. El esquema de 
clasificación que se utiliza en la actualidad fue introducido por Orskov y colaboradores 
en 19777. A continuación se describe brevemente cada uno de los tres antígenos. 
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- Antígeno 0: el lipopolisacárido (LPS) es el componente principal de la membrana 
externa de E. coli. Este LPS está formado por el lípido A, que es el componente tóxico, 
un core polisacárido y finalmente el antígeno O, que consiste normalmente en ente 10-
25 unidades repetitivas que contienen de 2 a 7 residuos de azúcares8. La composición 
de ese antígeno varía entre cepa y cepa, y es específica de cada serogrupo. En la 
actualidad, se han definido serogrupos que van desde O1 hasta 188, excepto por O31, 
O47, O67, O72, O94, and O122 que no han sido designados. Por otro lado, cuatro 
grupos han sido subdivididos en subtipos como son O18ab/ac, O28ab/ac, O112ab/ac y 
O125ab/ac, dando un total de 186 serogrupos9,10. En la figura 1 se observa un esquema 
de los componentes del LPS. 
 
 
Figura 1: esquema que representa los tres componentes del LPS de E. coli: lípido A, 
core y antígeno O. 
 
- Antígeno H: el flagelo de E. coli está compuesto por una única proteína, la flagelina. 
Esta proteína es muy conservada en sus regiones N- y C-terminales, mientras que en la 
región central, que es la porción con epitopes antigénicos expuesta a la superficie, 
presenta variaciones en algunos aminoácidos. Estas variaciones dan lugar a los 
distintos antígenos H, que van desde el H1 hasta el H56, siendo el 13, 22 y el 50 no 
utilizados6. 
 
- Antígeno K: la cápsula de E. coli es una estructura compuesta por polisacáridos de 
alto peso molecular que envuelven toda la superficie de la bacteria. Esta estructura 
funciona como un factor de virulencia protegiendo a la célula de la opsonización y la 
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fagocitosis. Existen 80 serotipos capsulares de E. coli que se clasifican en 4 grupos 
según criterios serológicos, bioquímicos y genéticos11. 
 
I.1.3 Filotipos 
El estudio de secuencias de múltiples genes housekeeping ha permitido establecer 
relaciones filogenéticas entre las distintas poblaciones de E. coli. En la actualidad se 
describen 8 grupos filogenéticos: siete que corresponden estrictamente a E. coli  (A, 
B1, B2, C, D, E y F), mientras que el octavo representa al críptico clado I de 
Escherichia12. Los clados crípticos son nuevas especies de Escherichia genéticamente 
diferentes pero fenotípicamente indistinguibles de E. coli, y se han descripto 5 hasta el 
momento (I, II, III, IV y V). En función del nivel de recombinación observado entre el 
clado I y E. coli se considera un filogrupo más dentro de la clasificación13.  
El dendrograma del análisis filogenético de E. coli y los clados crípticos de Escherichia 
se observa en la figura 2. 
 
 
Figura 2: Dendrograma del análisis filogenético de E. coli y los 5 clados crípticos 
de Escherichia a partir de 22 secuencias de genes housekeeping  
(Tomado de Walk, 201513) 
 
Asimismo, los análisis filogenéticos de E. coli O157:H7 han demostrado grandes 
variaciones genotípicas, de manera de separar este serotipo en tres linajes y 9 clados 
diferentes14,15. Diversos autores demostraron una asociación entre la frecuencia y 
10 
 
distribución de los genes de las toxinas Shiga y el desarrollo de enfermedad en 
humanos, mediante el análisis de polimorfismos de un solo nucleótidos en más de 96 
loci, siendo los clados 6 y 8 los más virulentos15,16. En la figura 3 se observa el árbol 
filogenético de E. coli O157:H7. 
 
 
 
Figura 3: árbol filogenético de E. coli O157:H7 a partir del análisis de 528 cepas 
aisladas de casos humanos (Tomado de Mannning y col, 2008). 
 
I.1.4  Patotipos 
 E. coli patógenas pueden clasificarse en dos grandes grupos, según el tipo de patología 
que producen: extraintestinal (ExPEC), que incluyen las causantes de sepsis, 
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meningitis17 e infección urinaria18; y diarreogénica. Dentro de esta última categoría se 
han descripto siete patotipos diferentes, que se describen a continuación. 
 
- E. coli enteropatógena (EPEC): es una bacteria que infecta principalmente a niños 
menores de dos años provocando diarreas de diversos grados. EPEC coloniza el epitelio 
intestinal para luego generar una lesión característica conocida como A/E (attaching 
and effacing, según sus siglas en inglés), que consiste en la formación de un pedestal 
de actina por debajo de la zona de contacto entre la bacteria y el enterocito. La diarrea 
secretoria causada por EPEC está relacionada con la salida masiva de iones, lo cual 
parece ser una consecuencia del desarreglo del citoesqueleto y la destrucción de las 
microvellosidades19. 
 
- E. coli enterotoxigénica (ETEC): ETEC es una de las principales causas de diarrea en 
niños en países en desarrollo así como la responsable de la llamada “diarrea del 
viajero”. Este patotipo de E. coli se caracteriza por secretar dos tipos de toxinas: la 
toxina termoestable o ST, y la termolábil o LT. Ambas toxinas tienen un mecanismo de 
acción similar y una misma cepa puede sintetizar una u otra, o ambas. Estas toxinas se 
unen a un receptor en la membrana del enterocito y provocan una excesiva secreción 
de fluidos con la consecuente pérdida de iones y electrolitos20. 
 
- E. coli enteroinvasiva (EIEC): son un grupo de E. coli patógenas con la capacidad de 
invadir células epiteliales, a través de mecanismos de virulencia muy similares a los de 
Shigella. A diferencia de los otros patotipos de E. coli, EIEC son patógenos 
intracelulares que invaden células colónicas replicándose dentro de ellas para luego 
invadir células vecinas, causando la destrucción del epitelio intestinal21. 
La capacidad de invasión ha sido adquirida mediante la incorporación del plásmido 
pINV y  de genes de virulencia asociados a elementos genéticos móviles. El plásmido 
codifica para un SST3 y sus efectores asociados, mientras que en el cromosoma se 
encuentran diversas islas de patogenicidad que codifican para factores de virulencia 
adicionales como autotransportadores, factores asociados a la adquisición de hierro e 
incluso a la resistencia a antimicrobianos22.  
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- E. coli enteroagregativa (EAEC): este patotipo de E. coli posee como característica la 
capacidad de agregarse íntimamente unas con otras, formando estructuras que se 
asemejan a “ladrillos apilados”. Es la responsable de la diarrea persistente en niños en 
áreas donde EAEC es endémica y también de la “diarrea del viajero”. 
 
- E. coli de adherencia difusa (DAEC): este patotipo es reconocido por su patrón de 
adherencia particular a células HEp-2 o HeLa, en el que las bacterias se adhieren sobre 
toda la superficie celular, en lugar de hacerlo en forma localizada formando la lesión 
A/E, según se mencionara previamente para otros patotipos23. DAEC está asociado con 
diarrea acuosa en niños y los adultos han sido reportados como portadores 
asintomáticos, lo que podría conducir a inflamación crónica asociada a enfermedad de 
Crohn4.  
 
- E. coli enterohemorrágica (EHEC): son la causa principal de diarrea sanguinolenta y 
colitis hemorrágica24. Su factor de virulencia característico son las toxinas Shiga (Stx), 
que se describirán en detalle más adelante. Estas toxinas se producen en el intestino 
luego de la colonización de EHEC, y atraviesan la mucosa intestinal para diseminarse en 
forma sistémica. En humanos, el riñón es uno de los sitios blanco de las toxinas Shiga 
debido a la elevada cantidad de su receptor, el glicoesfingolípido Gb3, en el endotelio 
glomerular y en toda la microvascultura en general25. Además de diarrea, este patotipo 
puede provocar complicaciones asociadas a la función renal hasta el muchas veces 
fatal Síndrome Urémico Hemolítico (SUH)26.  
 
- E. coli enteroagregativa productora de toxinas Shiga (EAEC/EHEC o EAEHEC): este 
patotipo es el más recientemente descripto, a raíz de un brote en Alemania en el año 
2011 por E. coli O104:H4 que resultó en más de 4000 personas infectadas, 900 casos 
de SUH y 54 muertes. EAEHEC tiene la particularidad de poseer factores de virulencia 
de ambos patotipos, de manera de presentar un patrón de adherencia agregativo 
sumado a la capacidad de producir toxinas Shiga27. 
 
 
I.2 Factores de virulencia de E. coli O157:H7 
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Según se mencionara previamente, la presencia de factores de virulencia convierten a 
E. coli en un verdadero patógeno con un arsenal de virulencia capaz de provocar 
diferentes síntomas, tanto en humanos como en animales. En los últimos años, 
muchas investigaciones se han centrado en identificar los mecanismos involucrados en 
la colonización y la patogénesis de estas bacterias, para lo cual es necesaria la 
presencia tanto de las toxinas Shiga como así también de proteínas que medien la 
adherencia. Recientemente se han descripto nuevos factores de virulencia asociados a 
elementos genéticos móviles como nuevas islas de patogenicidad o codificados en 
plásmidos28–30. A continuación se describirán los principales factores de virulencia de E. 
coli O157:H7, algunos de los cuales son compartidos con otras EHEC. 
 
I.2.1 Toxinas Shiga 
Las toxinas Shiga son una familia de toxinas, originalmente descriptas en el siglo XIX en 
Shigella dysenteriae por el Dr. Shiga31. Aproximadamente 80 años después fueron 
descubiertos aislamientos de E. coli capaces de provocar la muerte de células Vero in 
vitro, denominados E. coli verotoxigénicas o VTEC, según sus siglas en ingles. Dada la 
similitud de los toxinas producidas por E. coli con la toxina Shiga (Stx) de Shigella 
dysenteriae, éstas fueron renombradas como toxinas Shiga-like y las cepas portadoras, 
como E. coli productoras de toxina Shiga (STEC)32. Los dos grupos principales son Stx1 
que es prácticamente idéntica a Stx dado que solo difieren en un aminoácido, y Stx2 
que presenta un 55% de homología33. Actualmente los subtipos de Stx1 se clasifican en 
a, c y d, mientras que Stx2 presenta los subtipos a, b, c, d, e, f y g34. 
La información genética para la producción de estas toxinas está contenida en el 
genoma de un fago lamboide integrado al cromosoma de STEC, que replica junto con 
él en su estado lisogénico35. Bajo ciertas condiciones de stress celular que provocan la 
activación de la respuesta SOS, el fago es inducido hacia su ciclo lítico lo que 
desencadena la producción de las toxinas y la liberación de nuevos fagos a través de la 
lisis celular36. 
Estos fagos se caracterizan por poseer el operón de la toxina Shiga y un grupo de 
elementos genéticos móviles que permiten su incorporación en determinadas regiones 
del genoma bacteriano. Los sitios de integración son muy diversos y han sido 
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descriptos sitios preferenciales tanto para STEC  O157 (wrbA, yehV,  sbcB, argW y yecE) 
como no O157 (argW, potC, prfC, serU, ssrA, wrbA, yciD, yecD, yecE, yjbM, ynfH y 
Z2577)37. E. coli puede ser infectada por múltiples fagos lambda y, por lo tanto, 
producir diferentes variantes de las toxinas Shiga35. 
Estas toxinas son del tipo AB5, lo que implica que estas formadas por una subunidad A 
de 295 aminoácidos (32 KDa) unida no covalentemente a 5 subunidades idénticas B de 
69-71aa (7KDa) cada una.  El pentámero de subunidades B es el responsable de la 
unión de la toxina a sus células target, a través del reconocimiento de moléculas de 
Gb3 (globotriaosylceramida). En humanos, este receptor se encuentra principalmente 
en el endotelio de intestino, riñón y cerebro. Una vez que la toxina se une a su 
receptor, experimenta una serie de complejos procesos de internalización hasta la 
liberación de la subunidad A al citoplasma, donde actúa como N-glicosidasa 
removiendo una adenina de la subunidad ribosomal 28S, lo que resulta en una 
inhibición irreversible de la síntesis de proteínas38. La exitosa inhibición de la síntesis 
proteica depende del clivado de su subunidad A en un fragmento A1 de 27,5 kDa 
enzimáticamente activo y otro A2 de 4,5 kDa en el Aparato de Golgi39. 
En la figura 4 se observa un diagrama de cintas de la estructura cristalográfica de Stx1. 
 
 
Figura 4: Diagrama de cintas de la estructura cristalográfica de Stx1. El pentámero B se 
muestra en naranja, la región A2 en azul y la A1 en verde, salvo la zona de interacción 
con el ribosoma, que se observa en violeta (tomado de Melton-Celsa, 2014). 
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 I.2.2 Locus of Enterocyte Effacement (LEE)  
El LEE es una gran isla de patogenicidad de 35 Kb que contiene 41 marcos de lectura 
abierta (ORF), organizada en 5 grandes operones: LEE1, LEE2, LEE3, LEE4, LEE5 y un 
operón bicistrónico de dos pequeños reguladores grlA-grlR. En ellos esta codificada la 
información para un Sistema de Secreción de Tipo III (SST3) que trasloca moléculas 
efectoras hacia el interior de las células epiteliales, algunas de ellas también 
codificadas en el LEE y otras cuya información está contenida en profagos40; para las 
proteínas secretadas (E. coli Secreted Protein, según sus siglas en inglés) EspA, EspD y 
EspB que forman parte del aparato de secreción y finalmente, para la proteína Intimina 
y su receptor Tir (Translocated Intimin Receptor). Además también codifica para 
proteínas regulatorias y chaperonas41.  
Los efectores LEE que se conocen hasta el momento son Tir, Map, EspF, EspG, EspH, 
SepZ y EspB, quienes en el interior de la célula huésped alteran su fisiología para 
garantizar la supervivencia de la bacteria mediante mecanismos que incluyen la 
despolarización de las membranas mitocondriales, la disrupción de las uniones 
estrechas del epitelio intestinal y la reorganización del citoesqueleto, entre otras.  EspB 
ha sido reconocido como un efector, a pesar de ser parte del aparato de secreción, 
debido a que ha sido localizado en el citosol de los enterocitos y su participación en 
distintos procesos de subversión celular ha sido descripta42.nExisten tres variantes 
alélicas de esta proteína que incluyen α, β y γ43.  Asimismo, el SST3 trasloca al menos 
39 proteínas que también tienen funciones efectoras pero que están codificadas fuera 
del LEE40. 
El gen de Intimina (eae) presenta una considerable heterogeneidad en su extremo 
3´que codifica para la fracción terminal de 280 aminoácidos, responsable de la unión a 
Tir. Hasta el momento, 17 variantes han sido descriptas y se designan empleando 
letras griegas. Los tipos principales son α, β, ε y γ, siendo esta última la más 
frecuentemente identificada en aislamientos de E. coli O157:H744.  
Esta isla de patogenicidad es responsable de la lesión histológica característica de EHEC 
que se conoce como “attaching and effacing” (A/E) y se caracteriza por la adherencia 
intima de la bacteria al enterocito y la reorganización de los filamentos de actina para 
formar un pedestal por debajo del sitio de adherencia. La formación de esta lesión 
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ocurre en tres etapas. La primera, implica la adherencia inicial de la bacteria al epitelio 
intestinal a través de fimbrias, pilis y adhesinas presentes en la superficie de la 
bacteria; la segunda, requiere de la formación del aparato de secreción a través de la 
membrana de los enterocitos y la traslocación de efectores; y por último, la adherencia 
intima a través de la unión Intimina-Tir y la formación del pedestal de actina45.  
La formación de SST3 ocurre de manera secuencial y constituye, una vez ensamblado, 
una estructura nanomolecular compleja de 3,5 MDa compuesta por más de 20 
proteínas que se conoce como “jeringa molecular”. EspA es el componente estructural 
de la aguja que, mediante su polimerización y la asociación con otras proteínas, 
conforma un canal de 2-3 nm de diámetro que conecta el citoplasma de la bacteria con 
la célula huésped. Este filamento se une en su extremo con un complejo proteico 
compuesto por EspB y EspD, que se inserta en la membrana plasmática de la célula 
eucariota formando un poro a través del cual es traslocado el receptor de Intimina 
junto con otros efectores que generan una cascada de señalizaciones en la célula 
huésped que derivan en la polimerización de actina en el sitio de contacto bacteria-
enterocito. Por otro lado, Tir se inserta en la membrana de la célula eucariota e 
interacciona con su ligando, Intimina, para promover la unión estrecha entre estas dos 
células. 
Una descripción gráfica del proceso mediante el cual se forma la lesión A/E se muestra 
en la figura 5.  
 
Figura 5: La adherencia de EHEC al enterocito promueve la formación del traslocón que 
conecta el citoplasma bacteriano con el de la célula huésped. A través del poro, Tir es 
traslocada y se inserta en la membrana del enterocito, donde interacciona con su 
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ligando, Intimina, localizado sobre la superficie de la bacteria. Esta unión íntima, junto 
con la presencia de otros efectores traslocados, desencadena una serie de señales 
celulares que culmina con la polimerización de actina por debajo del sitio de contacto 
entre EHEC y el enterocito, formando la característica lesión A/E. 
 
I.2.3 Plásmido pO157 
E. coli O157:H7 posee un plásmido altamente conservado denominado pO157, con un 
tamaño entre 92 y 104 kb. La secuencia completa de este plásmido contiene 100 ORF 
entre los cuales se encuentra la información genética que codifica para diversas 
proteínas involucradas en la patogénesis. Entre ellas se encuentran la hemolisina 
(ehxA), una catalasa-peroxidasa (katP), un Sistema de Secreción de tipo II (etp), una 
serin-proteasa (espP), una adhesina (toxB), una metaloproteasa dependiente de Zn 
(stcE), entre otras46. 
 
 
I.3 STEC en la naturaleza 
 
I.3.1 Reservorio 
E. coli O157:H7 y otros serotipos de STEC han sido reportadas en un gran número de 
especies animales principalmente rumiantes tales como vacas, ovejas, cabras, ciervos, 
y otros animales como cerdos, pollos, gatos y perros, entre otros47,48, siendo la 
portación intestinal de estas bacterias asintomática. Sin embargo, el ganado bovino es 
reconocido como el reservorio principal en la naturaleza, mediante la colonización 
preferencial del epitelio mucoso hasta 5 cm proximal a la unión recto-anal. Esta zona 
se caracteriza por poseer una  gran densidad de folículos linfoides49. Otros rumiantes 
pequeños como ovejas y cabras también han sido descriptos como un potencial 
reservorio de E. coli O157:H750. 
 
I.3.2 Colonización y excreción 
La colonización del intestino bovino se produce luego de la ingestión de la bacteria a 
través de comida o aguas contaminadas, o a través de la materia fecal de otro animal, 
18 
 
en dosis tan bajas como 300 UFC51. Luego de la ingestión, STEC debe atravesar el 
rumen donde debe sobrevivir a pH muy bajo (1,5-3) durante varias horas52. Para 
sobrevivir al ambiente ácido de los estómagos, STEC cuenta con un complejo sistema 
de resistencia al stress ácido que incluye un sistema oxidativo con la producción de 
proteínas de shock ácido, el factor σ (RpoS) y las glutamato y arginina-decarboxilasas53. 
Una vez en el intestino bovino, E. coli O157:H7 es excretada en la materia fecal con 
grandes variaciones en la frecuencia y el número de bacterias, entre animales 
individuales y en un mismo animal a largo del tiempo54. La eliminación de E. coli 
O157:H7 en materia fecal ha sido reportada tanto en animales de feedlot como en 
tambos lecheros55, siendo los animales más jóvenes el grupo de mayor riesgo56,57. La 
excreción puede ser persistente o esporádica, variando entre 10 a 109 UFC por gramo 
de materia fecal58,59. Estudios a campo han demostrado que la mayoría de las muestras 
de materia fecal positivas para O157:H7 contienen menos de 102 UFC/g60, siendo la 
excreción intermitente y de corta duración61. Sin embargo, aquellos animales que 
excretan más de 104 UFC/g son considerados “súper-excretores”. Alternativamente, 
otra definición clasifica como “súper-excretor” a aquellos animales que presentan E. 
coli O157:H7 en sus heces por más de 3 meses62,63. Estos animales, a pesar de 
representar menos del 10% del rodeo64–66, contribuyen en un 80% a la carga 
bacteriana en el medio ambiente, y son por ende, los principales responsables de la 
transmisión de esta bacteria67.  
La colonización de la unión recto-anal bovina ha sido vinculada a la excreción 
prolongada de E. coli O157:H762,68, donde la proteína Intimina juega un papel 
crucial69,70. Diversos otros factores han sido asociados al fenómeno de súper-excreción 
que incluyen condiciones ambientales, características del huésped y su microbiota 
intestinal, y propiedades geno y fenotípicas de las cepas tales como fagotipos, 
utilización de hidratos de carbono o presencia de toxinas Shiga, entre otros71. 
 
I.3.2 Vías de transmisión 
El contagio de E. coli O157:H7 en humanos se produce por la ingestión de la bacteria, 
principalmente por el consumo de alimentos o aguas contaminadas. Esta bacteria 
ingresa a la cadena alimentaria a través de la contaminación de la carne con materia 
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fecal durante la faena, o de la leche al momento del ordeñe. La mala cocción de la 
carne o la falta de pasteurización de los lácteos y sus derivados permiten su 
supervivencia72. Asimismo, la contaminación cruzada producto del contacto de carne 
cruda con otros alimentos y/o utensilios del hogar es una fuente de infección 
frecuentemente identificada73. 
Además, el uso de materia fecal como fertilizantes en el cultivo de vegetales propician 
por un lado, su posible contaminación y por el otro, la contaminación de aguas 
subterráneas y de recreación74,75. El contagio por contacto directo con animales o 
superficies vinculadas a su manejo tales como tranqueras, corrales o sogas también ha 
sido reportado76,77. Cabe destacar que, dependiendo de la condiciones de humedad y 
temperatura, E. coli O157:H7 puede sobrevivir en heces de bovino por hasta 18 
semanas78, y en distintas superficies por más de 4 semanas79. 
La importancia del contagio persona a persona en la epidemiología de E. coli O157:H7 
también ha sido descripta, habiéndose registrado casos de transmisión secundaria en 
guarderías80–82, residencias geriátricas83 e incluso dentro de casas de familia84,85. Se 
estima que la aplicación de estrategias para interrumpir la transmisión secundaria 
implicaría una reducción de entre 5 y 11% de los casos con sintomatología86. 
Cabe destacar que dosis tan bajas como 10-100 células de E. coli O157:H7 son 
suficientes para provocar enfermedad en humanos, por lo que el control de los 
alimentos previo a su comercialización debe ser exhaustivo87.  
Las vías de transmisión se resumen en la figura 6. 
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Figura 6: Vías de transmisión de E. coli O157:H7 y otras STEC. 
(Tomado de Fernández y Padola, 201288) 
 
 
I.4 STEC en el ganado bovino argentino 
 
Según se mencionara previamente, el bovino es el principal reservorio de STEC y gran 
parte del ganado nacional como el de otros países, está colonizado por esta bacteria 
con prevalencias que varían entre el 22 y el 62,7%, de acuerdo a la categoría de los 
animales89–91.  
En nuestro país se han realizado diversos estudios para determinar los serotipos 
circulantes de STEC así como su prevalencia y perfiles de virulencia en los diferentes 
sistemas de producción. Una elevada prevalencia de STEC en vacas lecheras, animales 
pre-faena y en pastoreo ha sido descripta (37,5, 44 y 22%, respectivamente) en 
animales de nuestro país90,92. La edad de los animales ha sido identificado como un 
factor que aumenta el riesgo de colonización por STEC y la prevalencia detectada en 
animales jóvenes de nuestro país ha sido de 25, 43 y 58% en terneros neonatos, 
terneros de leche y animales jóvenes en recría de tambo93. 
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En un estudio en tambos comerciales se aislaron 156 cepas de STEC, que fueron 
asociadas a 29 serogrupos (O2, O3, O5, O8, O11, O22, O26, O37, O39, O46, O64, O74, 
O79, O84, O88, O91, O105, O113, O130, O136, O139, O141, O157, O163, O166, O168; 
O171, O178, O179) mientras que 14 fueron no tipables. 19 antígenos H fueron 
detectados en los 156 aislamientos, mientras que 12 fueron no móviles (H2, H6, H7, 
H8, H10, H11, H16, H18, H19, H20, H21, H25, H27, H28, H38, H39, H41, H46, H49). El 
52% de los aislamientos presentaron el gen de la toxina Shiga 2 y el 3% fueron eae+. 
Los serotipos más frecuentemente identificados fueron O113:H21, O130:H11 y 
O178:H19, mientras que la prevalencia de O157:H7 fue de 0,2%, con el perfil de 
virulencia stx2+, eae+, ehxA+94.  
Por otro lado, en un estudio en feedlot fueron aisladas 44 cepas STEC, agrupadas en 10 
serogrupos (O2, O15, O25, O103, O145, O146, O157, O171, O174, O175) y 6 antígenos 
H  (H2, H7, H8, H19, H21, H25). En ganado de carne se han observado diferencias en 
los patrones de virulencia de las cepas STEC entre animales de pastoreo y rodeos en 
feedlot. Mientras que en los primeros un 2% de las cepas portaron el gen eae, esta 
cifra se incrementó a 38,6 en feedlot, donde E. coli O157:H7 fue aislada en  4 de 59 
animales (6,8%).  
Estos resultados sugieren que STEC, tanto O157 como no O157 se encuentran 
circulando en el ganado bovino de nuestro país y que poseen una multiplicidad de 
factores de virulencia asociados a enfermedad en humanos94. 
 
 
I.5 Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) 
 
I.5.1 Patología 
El Síndrome Urémico Hemolítico es una patología caracterizada por la presentación de 
una triada de síntomas que incluyen trombocitopenia (baja cantidad de plaquetas), 
anemia hemolítica microangiopática (anemia causada por daño a los glóbulos rojos) y 
disminución de la función renal, en ciertos casos con una disminución de la diuresis 
(oliguria) o incapacidad total para producir orina (anuria). 
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El primer síntoma de la infección es la diarrea, que puede ser sanguinolenta o no, y con 
un período de incubación de dos a diez días, con una media de tres o cuatro días95. 
Entre un 5 a 10% de las infecciones por STEC desencadenan en esta complicación, que 
se presenta más frecuentemente en niños menores de 5 años96. En cuanto a la 
evolución de la enfermedad: el 50-75% de los pacientes con SUH deben ser sometidos 
a diálisis peritoneal intermitente o hemodiálisis, recuperándose sin secuelas luego de 2 
a 3 semanas. La tasa de letalidad es alrededor del 3%; el 20-30% sufren formas 
persistentes de nefropatías o formas secuelares de insuficiencia renal y el 10 a 15% 
requieren transplante renal97. La figura 7 muestra el desarrollo de la infección por 
EHEC. 
Hasta el momento no existe tratamiento para este síndrome, por lo que la opción es la 
terapia de sostén que implica el control de fluidos y electrolitos, el control de la 
hipertensión, y la diálisis y transfusiones de sangre98. 
 
 
Figura 7: Desarrollo de la infección por EHEC 
(Adaptado de Fernandez y Padola, 201288) 
 
Cabe destacar que, si bien la causa más frecuente de SUH está asociada al consumo de 
alimentos o aguas contaminadas, puede presentarse también en la denominada forma 
atípica, que no involucra a EHEC como agente causal. Las causas más frecuentes son 
infecciones por Streptococcus pneumoniae, por el virus de la inmunodeficiencia 
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humana (VIH) y por el virus N1H1. También ha sido descripto con mucha menor 
frecuencia como consecuencia del uso de drogas inmunosupresoras y agentes 
quimioterápicos, como así también asociado a anomalías del complemento y 
deficiencia de proteasas99. 
 
I.5.2 SUH en Argentina 
Argentina registra la mayor incidencia de esta patología en el mundo, donde se 
producen 12-14 casos/100.000 niños menores de 5 años. En el periodo 2006-2016 el 
año de mayor notificación fue el 2008 con 1,37 casos cada 100.000 habitantes y más 
de 500 casos reportados (figura 8)95. Así, el SUH constituye en nuestro país la primer 
causa de insuficiencia renal aguda en la edad pediátrica y la segunda de insuficiencia 
renal crónica, siendo además responsable del 20% de los trasplantes renales en niños y 
adolescentes100,101. En los últimos años se ha observado una tendencia descendente en 
las tasas de incidencia. Durante el 2017 (hasta la SE26), se notificaron 180 casos de 
SUH, de los cuales 151 corresponden a menores de 5 años (figura 9)95. 
 
 
Figura 8: Casos y tasas notificadas de SUH en Argentina. Años 2006-2016. 
 
En nuestro país, el serotipo más frecuentemente identificado como agente causal de 
SUH es el O157:H7 en un 74% de los casos, mientras que el 26% restante es causado 
esencialmente por O145:NM y O26:H11102,103. Recientemente ha sido descripto 
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mundialmente un aumento de casos de SUH por STEC O26, O45, O103, O111, O121, y 
O145, lo que se conoce como el grupo “big six”104–106. 
 
 
Figura 9: Casos y tasas notificados de SUH en menores de 5 años en Argentina. Años 
2010-2017 hasta SE26. 
 
Recientemente se han descripto subpoblaciones de cepas de E. coli O157:H7 
hipervirulentas pertenecientes a los clados 8 y 6, capaces de producir enfermedad 
severa y altas tasas de hospitalización15,16. En nuestro país, se ha demostrado una 
fuerte asociación entre estas cepas y los casos de SUH107,108, como así también su 
predominancia en los aislamientos de ganado bovino109. Amigo y col. demostraron que 
tanto aislamientos bovinos como dos aislamientos humanos de clado 8 presentaron un 
fenotipo hipervirulento in vitro e in vivo en el modelo murino110. 
 
 
I.6 Respuesta inmune en el bovino 
 
La adherencia de E. coli O157:H7 en el intestino bovino genera la lesión característica 
de A/E junto con un aumento de la infiltración de neutrófilos, pequeñas hemorragias 
en la mucosa y petequias, lo que sugiere que esta bacteria es un verdadero 
patógeno111,112. La inflamación generada en respuesta a la colonización provoca una 
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respuesta inmune cuantificable, tanto ante infecciones naturales como 
experimentales113,114. A continuación se describirá brevemente dicha respuesta. 
 
I.6.1 Respuesta innata 
Uno de los principales factores de colonización de E. coli O157:H7, la flagelina H7, 
media el contacto inicial entre la bacteria y los enterocitos, a través de su unión a 
receptores celulares específicos tales como la mucina115. Los PAMP (patrones 
moleculares asociados a patógenos) de la flagelina son reconocidos por el Receptor de 
tipo Toll 5 (TLR5, según sus siglas en inglés),  a través del cual se inicia una cadena de 
señalización intracelular mediada por el factor de transcripción NFκB, que 
desencadena en la producción de citoquinas proinflamatorias tales como IL-8 y 
TNFα116. Por otro lado, el lipopolisacárido es uno de los principales patrones 
moleculares asociados a patógenos reconocidos por el sistema inmune de mamíferos 
para detectar bacterias Gram negativas117. En el caso de O157 el reconocimiento se 
produce probablemente a través de TLR4, según se demostrara in vitro en una línea 
celular colónica bovina y en macrófagos derivados de monocitos118,119. 
 
I.6.2 Respuesta adaptativa 
Diversos estudios han centrado su atención en la respuesta humoral a distintas 
proteínas de E. coli O157:H7. Tanto en infecciones naturales como experimentales, el 
desarrollo de anticuerpos específicos ha sido descripto para una gran variedad de 
antígenos.   
Anticuerpos contra Stx1, Stx2, el LPS O157 y las proteínas del SST3 Intimina, Tir, EspA y 
EspB han sido reportados tanto en suero como en leche y calostro de animales 
naturalmente infectados120–123. Asimismo, la infección experimental a través de la 
inoculación oral o ruminal tanto de animales adultos como jóvenes genera anticuerpos 
séricos específicos contra diversos antígenos de E. coli O157:H7 (Stx1, Stx2, el LPS 
O157, la flagelina H7, Intimina, Tir, EspA, EspB, EspD, el autotransportador EhaB)124–127. 
También ha sido descripta la presencia de anticuerpos en mucosas fundamentalmente 
del isotipo IgA contra Tir, EspA, EspB, el LPS O157, la flagelina H7 y OmpC114,128.  
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Por otro lado, no han sido detectados copro-anticuerpos contra estos antígenos ni en 
ganado adulto ni en terneros jóvenes luego de la infección experimental, a pesar de la 
presencia de anticuerpos específicos en suero127,129.     
El papel de los anticuerpos en la protección frente a nuevas infecciones permanece 
aún controversial, a pesar de haberse demostrado in vitro sus propiedades para inhibir 
la adherencia y la hemolisis mediada por el SST3122,123,130. Algunos autores han 
atribuido la disminuida excreción de E. coli O157:H7 a la presencia de anticuerpos 
circulantes de isotipos IgG e IgA contra el LPS O157 y la flagelina H7113,131,132. Además, 
la importancia de la transferencia pasiva de anticuerpos anti EHEC a terneros ha sido 
demostrada133 como así también ha sido descripta la mayor susceptibilidad a la 
infección por STEC O157:H7 en terneros sin anticuerpos calostrales contra Stx134. 
 
I.6.3 Mecanismos de evasión de la respuesta inmune 
Por su parte, EHEC inyecta a través de su SST3 los denominados “Non-LEE encoded 
effectors” Nle B, C, E y H, para interrumpir la cascada de señalización de NFκB y de esa 
manera, reducir la secreción de citoquinas y la respuesta inflmatoria135. Este 
mecanismo de subversión de la respuesta inmune del huésped constituye una de las 
principales herramientas de E. coli O157:H7 para garantizar su supervivencia. En este 
sentido, ha sido reportado que un aumento de la respuesta inmune a través de la 
adición de TNFα, disminuye la colonización de la bacteria en explantos de colon 
bovino136. Asimismo, ha sido demostrada la capacidad de E. coli O157:H7 de suprimir la 
autofagia de células epiteliales in vitro a través de la proteína Tir y, de esta manera, 
promover su adherencia137.  
Estudios recientes empleando la tecnología de RNA-Seq reportaron que la 
inmunosupresión de E. coli O157:H7 (Stx−) se debe a una up-regulación de genes 
asociados a la supresión y a la down-regulación de genes inmunoestimulatorios en 
placas de Peyer del íleon bovino138. El análisis funcional in sílico de los genes 
diferencialmente expresados en unión recto-anal de bovinos súper-excretores 
respecto de no excretores, reveló la down-regulación de 31 genes tales como factores 
de transcripción, citoquinas y moléculas involucradas en la migración de células 
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inmunes, lo que resulta en una disminución del número y el tráfico de fagocitos y 
linfocitos139.  
Por otro lado, evidencia reciente sugiere que las toxinas Shiga actúan como agentes 
inmunomoduladores durante el curso de la infección por EHEC O157:H7. Stx1 altera la 
expresión de citoquinas en macrófagos de mucosas140 y en linfocitos intraepiteliales141, 
y suprime la activación de linfocitos tanto periféricos como de mucosas, 
particularmente LT CD8α+ y células B142,143. Además, la respuesta adaptativa celular se 
desarrolla significativamente más tarde en terneros desafiados experimentalmente 
con una cepa STEC O157:H7 Stx2+, con respecto a los animales inoculados con la cepa 
sin toxina126. Esta supresión de la respuesta inmune celular antígeno-específica en el 
bovino, estaría dada por la inhibición de la vía de señalización de Interferón γ, que 
resulta en una down-regulación de los más de 2000 genes proinflamatorios regulados 
por IFNγ144. También ha sido descripta la capacidad de Stx2 de potenciar la expresión 
superficial de nucleolina, receptor alternativo de Intimina, en el modelo murino145.  
 
 
I.7 Estrategias de intervención para la reducción de E. coli O157:H7 en el 
bovino 
 
Diversas estrategias han sido evaluadas con el fin de reducir la colonización intestinal 
de E. coli O157:H7 en el ganado bovino, con resultados variables. Estas estrategias 
incluyen tanto cambios en el manejo de los animales en el campo, como así también 
intervenciones que permitan aumentar la resistencia del ganado a la bacteria. Entre 
estas últimas se destacan la vacunación, el uso de probióticos y aditivos alimentarios,  
bacteriófagos, antibióticos y otros compuestos antimicrobianos, entre otros. A 
continuación se describirán brevemente. 
 
I.7.1 Manejo de los animales 
La influencia de diversos factores del manejo y las condiciones de crianza de los 
animales en la excreción de E. coli O157:H7 ha sido descripta. Dado que esta bacteria 
puede sobrevivir por largos periodos en materia fecal y el suelo, una adecuada higiene 
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y desinfección de los corrales que incluye el cambio de lecho, bebederos y otras 
superficies disminuye la prevalencia en el ganado bovino146,147. 
Asimismo, la densidad de animales también juega un rol fundamental en la dispersión 
de STEC O157:H7, y ha sido demostrado que el hacinamiento aumenta el riesgo de 
contagio y excreción148,149. La presencia de ovejas y otros animales como perros, 
cerdos y gansos también ha sido reportado como un factor de riesgo148,150. 
Por otro lado, la influencia de la dieta en la excreción de E. coli O157:H7 ha sido 
extensamente estudiada. La alimentación con pastura disminuye la colonización 
probablemente debido a la concentración de taninos y compuestos fenólicos, mientras 
que una dieta compuesta por granos rápidamente fermentables aumenta la excreción 
fecal de STEC151. 
 
I.7.2  Probióticos y aditivos alimentarios 
El uso de probióticos implica la utilización de bacterias vivas para modificar la 
microbiota intestinal, ya sea aprovechando sus propiedades contra otras bacterias o 
para ocupar el nicho que representa el intestino bovino en animales neonatos que aún 
no se encuentran colonizados152. Las bacterias probióticas más frecuentemente 
utilizadas son Lactobacillus acidophilus y  Propionibacterium freudenreichii, que se 
encuentran en una formulación comercial denominada BOVAMINE®, con comprobada 
eficacia en la reducción de la colonización intestinal por E. coli O157:H7153. 
Otra estrategia evaluada es la administración de E. coli productora de colicina E7, 
donde una dosis diaria de 108 UFC por gramo de alimento resultó en una disminución 
significativa de la excreción de E. coli O157:H7 en el bovino154. 
Entre los aditivos alimentarios ensayados con capacidad de reducir la colonización de 
STEC O157:H7 en el intestino bovino se encuentran las micropartículas de quitosano 
(polisacárido de glucosamina)155 o el clorato de sodio, cuya acción está dada por la 
conversión en clorito, una molécula con reconocida eficacia antibacteriana156.  
Por otro lado, la administración oral de lactoferrina bovina no produjo una reducción 
significativa de la excreción de E. coli O157:H7, como sí lo hizo la aplicación intra-
rectal157. El uso de β-adrenérgicos, que además son utilizados en la industria como 
promotores de crecimiento, también ha sido estudiado. Los resultados reportados 
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indican que la administración de estas moléculas en el alimento no produce cambios 
significativos en la colonización del intestino bovino por esta bacteria158.  
 
I.7.3  Bacteriófagos 
Los bacteriófagos son virus comúnmente encontrados en la naturaleza y en la 
microbiota intestinal normal de animales de producción, con la capacidad de lisar 
determinados tipos de bacterias159. Este enfoque ha sido utilizado para el control de E. 
coli O157:H7 en el ganado bovino, habiéndose reportado más de 60 fagos con 
actividad lítica específica para esta bacteria160. Los resultados de su utilización in vitro 
han sido muy promisorios aunque la administración in vivo ha presentado resultados 
variables. La proliferación de los bacteriófagos depende de su capacidad de sobrevivir 
a la anaerobiosis, además del ambiente ácido y la actividad proteolítica de los 
estómagos, hecho que explicaría la variabilidad de resultados160. A pesar de ello, 
nuevas estrategias como la microencapsulación en partículas de quitosano161, la 
aplicación junto a antiácidos162 y el uso de distintos cocktails163, están siendo 
evaluadas. 
Una combinación de tres fagos se comercializa en Estados Unidos, Canadá e Israel bajo 
el nombre de EcoShield® para su aplicación sobre alimentos en riego de poseer E. coli 
O157:H7. 
 
I.7.4 Antibióticos  
El sulfato de neomicina ha sido utilizado en ensayos in vivo para reducir la colonización 
de E. coli O157:H7, dado que la mayoría de las cepas son sensibles a este antibiótico164, 
habiéndose reportado una reducción de la excreción fecal de la bacteria en el ganado 
bovino152. Sin embargo, el uso de antibióticos como medida de control de E. coli 
O157:H7 es controversial, debido a la preocupación que genera el desarrollo de 
resistencia estos antimicrobianos de uso en medicina humana. 
 
I.7.5 Vacunación 
Otra de las posibles intervenciones evaluadas para reducir la colonización del bovino 
por E. coli O157:H7 es la vacunación con antígenos de la bacteria, con el fin de 
30 
 
potenciar la respuesta inmune del huésped. Una vacuna efectiva contra EHEC O157:H7 
debería estimular el sistema inmune de mucosas, de manera de impedir su adherencia 
al epitelio intestinal165.   
De todas las intervenciones pre-faena evaluadas, la vacunación ha demostrado ser la 
más efectiva166, habiéndose reportado reducción significativa en la frecuencia y la 
duración de la excreción, en animales infectados tanto natural como 
experimentalmente167–169. Asimismo, trabajos de modelado permitieron predecir un 
85% de reducción en los casos de enfermedad humana por esta bacteria como 
consecuencia de la vacunación del ganado bovino contra EHEC O157:H7170. 
 
- Receptor de Sideróforo y Porina (SRP, Siderophore Receptor and Porine): 
Los sideróforos son moléculas excretadas por las bacterias para captar hierro del 
ambiente. En el caso de E. coli O157:H7, la excreción de esta molécula se produce en el 
lumen intestinal bovino, para garantizar su supervivencia. Debido a su importancia en 
el metabolismo bacteriano, se ha convertido en blanco de diversas estrategias de 
vacunación. La inmunización subcutánea con dos o tres dosis de SRP generó 
anticuerpos capaces de bloquear el transporte de hierro a la célula, reduciendo 
significativamente el número de terneros positivos luego de la inoculación 
experimental. El régimen de tres dosis resultó más eficaz que el de dos dosis en la 
reducción de la excreción171. Asimismo, un estudio en feedlot permitió comprobar que 
la aplicación de la vacuna reduce la prevalencia de E. coli O157:H7 en casi un 50%, el 
número de días que un animal resulta positivo, como así también la cantidad de días 
de súper-excreción172.  
En el año 2009 esta vacuna fue licenciada en los Estados Unidos con el nombre 
comercial Epitopix (Epitopix LLC, Willmar, Minnesota, U.S).  
  
- Extractos bacterianos: 
La inmunización con un extracto proteico de E. coli O157:H7 mostró una reducción en  
la duración, la frecuencia y la cantidad de bacteria excretada en materia fecal luego de 
una infección tanto natural como experimental173. Estudios más recientes 
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demostraron una reducción de la excreción del 65%, siendo el régimen con tres dosis 
el que mostró más eficacia174.  
A pesar de que la composición de esta vacuna no es exactamente conocida, se sabe 
que es un concentrado de proteínas obtenido del sobrenadante de cultivo de E. coli 
O157:H7 y que contiene EspA y Tir y posiblemente otras proteínas secretadas del SST3. 
En el año 2008, esta vacuna obtuvo la licencia para su comercialización en Canadá y 
una licencia condicional en Estados Unidos, bajo el nombre de Econiche™ (Bioniche 
Life Sciences Inc., Belleville, Ontario, Canada), convirtiéndose en la primera vacuna 
para el control de E. coli O157:H7 en ganado bovino, en el mundo. Posteriormente se 
licenció en el Reino Unido y en Australia, hasta que en el año 2015 la división animal de 
Bioniche fue adquirida por una empresa francesa que discontinuó la producción de 
esta vacuna.  
Otra estrategia evaluada más recientemente involucra el uso de envolturas 
bacterianas denominadas “bacterial ghosts” o fantasmas bacterianos, que son 
envolturas bacterianas que mantienen la estructura y la composición celular, incluidos 
los factores de adherencia, pero que no son replicativas. Este display de antígenos 
permite la generación de una potente respuesta inmune, ya que son adyuvantes per 
se175. Vilte y col. (2012) demostraron la generación de anticuerpos IgG específicos en 
suero de los terneros inmunizados por vía subcutánea con envolturas bacterianas 
vacías de E. coli O157:H7, como así también una reducción significativa tanto de la 
duración de la excreción como del recuento total de bacteria, luego del desafío oral176.  
  
- Vacunas a subunidades 
La importancia de las proteínas secretadas por el SST3 y codificadas en el LEE en la 
adherencia y la patogénesis de E. coli O157:H7, ha sido ampliamente reportada. Es por 
ello, que estas proteínas han sido utilizadas como antígenos en numerosos protocolos 
de inmunización del ganado bovino, con resultados muy variables. La utilización de 
estos antígenos expresados en forma recombinante, disminuye las variaciones entre 
los distintos lotes de producción y permite conocer exactamente la composición de las 
vacunas177. 
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La vacunación intramuscular de terneros con 100 µg de EspA recombinante en 
adyuvante de Freund incompleto, seguido de un booser intranasal con 300 µg de 
proteína mezclada con la subunidad B de la toxina colérica como adyuvante, indujo 
una fuerte respuesta de IgG1 en suero e IgA en saliva. Sin embargo, esta respuesta no 
fue capaz de proteger a los animales luego del desafío experimental con 1010 UFC de E. 
coli O157:H7178. Sin embargo, otra formulación compuesta por la región extracelular 
de Intimina, EspA y Tir logró reducir la colonización y el recuento bacteriano en 
terneros desafiados experimentalmente168.  
Por otro lado, la utilización de polipéptidos de Intimina y el factor de adherencia 1 (efa-
1) en la inmunización intramuscular, seguida de un booster intranasal generó una 
significativa respuesta de anticuerpos pero falló en reducir la excreción tanto de E. coli 
O157:H7 como de O26179.  
La flagelina H7 también ha sido identificada como un potencial antígeno a incluir en 
una vacuna, debido a su papel en la adherencia inicial de la bacteria a los enterocitos. 
McNeilly y colaboradores demostraron que la inmunización sistémica, pero no la intra-
rectal, con esta proteína provocó una disminución en las tasas de colonización pero no 
en el recuento total de batería excretada180. Cuando H7 fue aplicada en distintas 
combinaciones junto con Tir, EspA e Intimina, la combinación más eficaz fue la 
compuesta por flagelina junto con Intimina y EspA177. 
Aunque se han realizado diversos estudios de inmunización, los resultados han sido 
variables y difíciles de comprar debido a diferencias en el uso de adyuvantes, la edad 
de los animales y su estatus inmunológico, y los regímenes de inmunización. A pesar 
de ello, los resultados más promisorios se han obtenido empleando combinaciones de 
distintas proteínas, comparado con la utilización de un único antígeno165.  
Más recientemente, Kerner y colaboradores desarrollaron un inmunógeno que 
consiste en las toxinas Shiga 1 y 2 mutadas en su sitio activo, de manera de conservar 
su estructura tridimensional y su antigenicidad pero sin la actividad citotóxica. La 
inmunización de terneros con estas proteínas obtenidas en forma recombinante, 
indujo la producción de anticuerpos con actividad neutralizante in vitro. Sin embargo, 
hasta el momento no se han realizado estudios de desafío con la bacteria que 
permitan inferir su capacidad de protección181. 
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Nuestro grupo de trabajo ha utilizado a EspA como antígeno en la inmunización de 
vacas preñadas junto con la fracción carboxilo-termina de Intimina, EspB y la toxina 
Shiga 2. La respuesta de anticuerpos contra estos tres últimos antígenos fue elevada 
tanto en suero como en calostro, mientras que se obtuvieron moderados niveles de 
anticuerpos contra EspB en las vacas inmunizadas. Los terneros calostrados de madres 
inmunizadas presentaron anticuerpos IgG1 específicos en suero contra EspB, Intimina 
y Stx2, mientras que no se observaron anticuerpos contra EspA182.  
Asimismo, la inmunización intramuscular de terneros de entre seis y ocho meses de 
edad, con Intimina y EspB generó una respuesta significativamente más elevada 
respecto del grupo control en el nivel de anticuerpos en suero y saliva. Luego del 
desafío oral, se observó una disminución significativa en la excreción de E. coli 
O157:H7 en los animales vacunados.    
 
Según lo expuesto, la vacunación del ganado bovino con proteínas recombinantes de 
E. coli O157:H7 resulta una estrategia promisoria para el control de la colonización 
intestinal de esta bacteria.  
De acuerdo a la experiencia previa en el laboratorio, la combinación de Intiminaγ C280 
y EspB es capaz de reducir significativamente la excreción en los animales vacunados 
aunque esta protección no es total. Con el fin de optimizar la protección conferida por 
estas dos proteínas, se propone la inclusión de un tercer antígeno, la subunidad B de la 
toxina Shiga 2 cuyas propiedades inmunomoduladoras han sido descriptas más arriba. 
La estimulación de una respuesta inmune contra la toxina mediante la vacunación, 
permitiría bloquear su actividad inmunosupresora en el intestino bovino, permitiendo 
una respuesta más activa contra el resto de los antígenos de E. coli O157:H7. De esta 
manera, esta estrategia provocaría una reducción aún más significativa de la excreción 
de EHEC O157:H7, respecto de los animales no vacunados. 
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II. Hipótesis 
y Objetivos 
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II.1 Hipótesis 
 
La hipótesis de esta tesis es que un aumento de la respuesta inmune contra los 
factores de virulencia de E. coli O157:H7, a partir de la administración de una vacuna 
sistémica, podría prevenir la colonización de la mucosa intestinal bovina. Es por ello 
que se propone la evaluación de una vacuna que incluya, además de las proteínas ya 
ensayadas, EspB y la fracción carboxilo terminal de Intimina γ, la toxina Shiga 2 ya que 
la inhibición de su capacidad inmunosupresora mejoraría el nivel de protección de los 
bovinos frente al desafío con Escherichia coli O157:H7. 
 
II.2 Objetivo general 
 
Evaluar la eficacia de distintas formulaciones vacunales compuestas por los factores de 
virulencia recombinantes EspB, la subunidad B de la toxina Shiga 2 y la fracción carboxilo 
terminal de Intimina γ, para reducir la colonización intestinal de bovinos por Escherichia 
coli O157:H7. Analizar la respuesta inmune y las consecuencias fisiopatológicas. 
 
II.3 Objetivos específicos  
 
1. Proponer un modelo bovino de infección experimental con Escherichia coli O157:H7,  
teniendo en cuenta la dosis de inoculación intragástrica y la influencia de anticuerpos 
específicos previos y de otras STEC en la colonización. 
2. Analizar y comparar la respuesta inmune humoral producida luego de la vacunación 
sistémica intramuscular con dos formulaciones vacunales compuestas por los antígenos 
IntiminaγC280 y EspB y por IntiminaγC280, EspB y la subunidad B de Stx2. Evaluar la 
funcionalidad de los anticuerpos obtenidos in vitro. 
3. Evaluar la capacidad de protección de las formulaciones del objetivo específico 2  
frente al desafío experimental con el modelo seleccionado en el objetivo específico 1. 
Analizar parámetros de la respuesta inmunológica. 
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III. Materiales 
y Métodos   
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III.1   Reactivos 
 
III.1.1   Medios de cultivo 
 
LB 
Peptona de carne   10 g/l                             
Extracto de levadura   5 g/l 
 NaCl   10 g/l 
 
LB-AGAR 
Peptona de carne   10 g/l                             
Extracto de levadura   5 g/l 
NaCl   10 g/l 
Agar   15 g/l     
 
SORBITOL McCONKEY-CT (SMAC-CT)  
Peptona   20 g/l 
Sorbitol   10 g/l 
Sales biliares No.3   1,5 g/l 
NaCl   5 g/l  
Agar   15 g/l 
Rojo Neutro   0,03 g/l 
 
 
 
CALDO INFUSIÓN CEREBRO CORAZÓN 
(BHI) 
Infusión Cerebro Corazón   6 g/l 
Digerido péptico de tejido animal   5 g/l 
Digerido pancreático de caseína 16 g/l 
NaCl   5 g/l 
Na2HPO4   2,5 g/l 
Glucosa   3 g/l 
pH 7,4 
 
 
TSB 
Digerido pancreático de caseína  17 g/l 
Digerido péptico de harina de soja 3 g/l 
Glucosa  2,5 g/l 
NaCl  5 g/l 
K2HPO4  2,5 g/l 
pH 7,3 
Cristal violeta   0,001 g/l 
Cefixima   0,05 mg/l 
Tellurito de Potasio   2,5 mg/l 
pH: 7,1 
 
 
 
 
III.1.2   Geles de agarosa 
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Buffer TAE 1X  
Tris   40mM 
Ácido acético   20mM 
EDTA   1mM 
pH: 8,0 
Buffer de siembra 6X 
Glicerol   30% (v/v) 
Azul de Bromofenol   0,25% (p/v) 
 
 
III.1.3   Preparación de células de Escherichia coli competentes 
 
Buffer de transformación I: 
KAc   30 mM 
KCl   100 mM  
CaCl2   10 mM 
MnCl2   50 mM 
Glicerol   15% (v/v) 
pH: 5,8 (con HAc 0,2 M) 
 
III.1.4   Geles de poliacrilamida 
 
Gel de apilamiento  
Acrilamida/Bisacrilamida (29:1)   5 % 
Tris-HCl pH 6,8   130 mM 
SDS   0,05 % (p/v) 
TEMED   0,05 % (v/v) 
Persulfato de amonio   0,05 % (p/v) 
 
 
 
 
 
 
Buffer de transformación II: 
MOPS   10 mM 
KCl   10 mM 
CaCl2   75 mM 
Glicerol   15% (v/v) 
pH: 6,5 (con KOH 0,1 M) 
 
 
 
 
Gel de corrida  
Acrilamida/Bisacrilamida (29:1)   12 % 
Tris-HCl pH 8,8   375 mM 
SDS   0,1 % (p/v) 
TEMED   0,1 % (v/v) 
Persulfato de amonio   0,05 % (p/v) 
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Buffer de corrida 5X 
Tris base   0,093 M 
Glicina   0,96 M 
SDS   0,5% 
 
Buffer de muestra 2x            
Solución de tinción 
Coommassie Brilliant Blue G-250    0,1% 
(p/v) 
Metanol   40% (v/v) 
Ácido Acético   10% (v/v) 
 
SDS   2% (p/v) 
Azul de Bromofenol   0,05% (p/v) 
β – Mercaptoetanol   5% (v/v) 
Tris-HCl  pH 6,8   0,125M  
Glicerol   20 % (v/v) 
 
III.1.5   Purificación de proteínas recombinantes en columna de Ni-Sefarosa 
 
PBS 1X                                                                       
NaCl   137 mM 
KCl   2,7 mM 
Na2HPO4   10M  
KH2PO4   1,8 mM 
pH: 7,4 
 
Buffer de lisis 
Guanidina HCl   6 M 
Na2HPO4   20 mM  
NaCl   500 mM  
pH 7,8 
 
Buffer de elusión desnaturalizante 
 
Urea   8 M 
NaH2PO4   20 mM 
 
Buffer de unión desnaturalizante 
Urea   8 M 
Na2HPO4   20 mM   
NaCl   500 mM  
pH 7,8 
 
 
Buffer de lavado desnaturalizante 
Urea   8 M 
Na2HPO4   20 mM   
NaCl   500 mM 
pH 6,0 y 5,4 
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NaCl   500 mM 
pH 4,0 
 
III.1.6   Western Blot 
 
Buffer de transferencia 
Tris   0,025 M 
Glicina    0,192 M 
Metanol   20 % (v/v) 
pH: 8,3 
 
Mezcla cromógenica 
DAB   5 mg 
Tris-HCl 50 mM   10 ml 
H2O2 30 vol.   100 µl 
 
III.1.7   ELISA 
 
Buffer carbonato 
Na2CO3   15 mM 
NaHCO3   35 mM  
NaN3   3,1 mM 
pH: 9,6 
 
PBS – Leche Descremada 5% 
PBS 1X 
Leche Descremada   5% 
PBS-Tween 20 0,1% 
PBS 1X 
Tween 20   0,1 % 
 
PBS-Leche descremada 3% 
PBS 1X 
Leche descremada 3% 
 
 
 
PBS-Tween 20 0,05% 
PBS 1X 
Tween 20   0,05 % 
 
 
 
 
Buffer citrato/fosfato 
Ácido cítrico   0,05 M 
Na2HPO4   0,05M 
pH: 5 
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III.1.8 Inhibición de la adherencia de E. coli O157:H7 a células Hep-2 
 
Medio de adherencia 
Medio Esencial Dulbecco Modificado (DMEM) 
Manosa   1%  
NaHCO3   0,4% 
 
III.2   Cepas bacterianas y plásmidos recombinantes 
 
III.2.1   Cepas bacterianas 
Las cepas de Escherichia coli no patógenas utilizadas fueron DH5α y BL21 (DE3). 
La cepa de EHEC empleada para el desafío experimental fue E. coli O157:H7 438/99, 
aislada en nuestro laboratorio a partir de un bovino sano de la provincia de Buenos 
Aires. Esta cepa posee resistencia natural al ácido nalidíxico y además posee los genes 
eae, hly, stx2 y el plásmido O157. 
Los cultivos líquidos se realizaron en medio LB a 37°C y en agitación a 180-200 rpm 
para el caso de las cepas no patógenas, mientras que E. coli O157:H7 438/99 se cultivó 
en medio LB o BHI, a 37°C con o sin agitación, según el caso. 
Los cultivos líquidos de células transformadas fueron suplementados con ampicilina en 
una concentración final de 100 µg/ml y los cultivos de EHEC 438/99 con ácido 
nalidíxico 25 µg/ml. 
Para la conservación a largo plazo de las cepas se realizaron stocks con glicerol que 
fueron almacenados a -80°C. Para ello, 850 µl de los cultivos crecidos durante toda la 
noche con el antibiótico correspondiente, se mezclaron con 150 µl de glicerol. Para 
períodos de conservación más cortos, se realizaron estrías en cajas de Petri con LB 
Agar con antibiótico. 
 
 
 III.2.2   Plásmidos recombinantes 
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Las construcciones empleadas para la obtención de las proteínas EspB y la fracción 
carboxi-terminal de Intimina γ (280 aminoácidos) fueron obtenidas previamente en el 
laboratorio122. 
La secuencia codificante de las mencionadas proteínas se encuentran clonadas en el 
vector pRSET C, que permite la expresión de las proteínas como fusión en el extremo N 
terminal a una cola de poli Histidinas. Estos plásmidos recombinantes serán 
denominados en adelante IntiminaγC280-pRSET y EspB-pRSET. 
 
 
III.3   Transformación de E. coli con plásmidos recombinantes 
 
III.3.1   Preparación de células de Escherichia coli  competentes 
Con el fin de obtener células de E. coli, tanto de la cepa BL21 (DE3) como DH5α, 
susceptibles de ser transformadas, se procedió a la preparación de células 
competentes según protocolo adaptado de Sambrook y col. (2001)183. Para ello, se 
cultivó durante toda la noche la cepa de interés en LB sin antibiótico, a 37°C y en 
agitación. Al día siguiente, se realizó un repique 1/150 del cultivo anterior y se dejó 
crecer en las condiciones antes mencionadas hasta una Densidad Óptica (DO) de 0,3 (3 
horas aproximadamente). Pasado este tiempo, se realizó un segundo repique 1/20 en 
un volumen final de medio de 25 ml hasta que el cultivo alcanzó una DO de 0,48 
aproximadamente. Posteriormente, el cultivo se trasvasó a un tubo de centrifuga y se 
incubó en agua-hielo por 10 minutos, para luego ser centrifugado a 5000 rpm por 10 
minutos a 4°C. Luego de descartar el sobrenadante, las células se resuspendieron en 
10 ml de Buffer de transformación pre-enfriado y se dejaron 5 minutos en agua-hielo. 
Seguidamente, se centrifugaron nuevamente a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. El 
pellet se resuspendió en 1 ml de Buffer de transformación II y se dejó reposar por 15 
minutos en agua-hielo. Finalmente, la suspensión de células competentes se fraccionó 
en alícuotas de 100 µl y se conservó en freezer a -80°C hasta su utilización. 
 
III.3.2   Transformación de células de Escherichia coli  competentes  
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Para las transformaciones se partió de células de E. coli competentes preparadas según 
se describe en el apartado anterior. A un vial de 100 µL de células se le agregó 1 µl de 
mini-prep y se incubó durante 30 minutos en agua-hielo. Posteriormente, se incubaron 
a 42°C en baño de agua durante 60 segundos y luego, 5 minutos más en agua-hielo. 
Luego se agregaron 900 µl de medio LB y se mantuvieron en estufa a 37°C durante 20-
30 minutos. Pasado este tiempo, se plaquearon 100 µl en placas de Petri con LB-Agar 
suplementado con ampicilina en una concentración de 100 µg/ml. Las placas se 
incubaron durante toda la noche en estufa a 37°C. 
Para cada transformación se realizaron un control positivo con una miniprep de un 
vector de concentración conocida, un control negativo sin el agregado de ADN y un 
control de vector religado.  
 
III.3.3   Mini preparación de ADN plasmídico (mini preps) 
Las mini preparaciones de ADN plasmídico se realizaron empleando el kit comercial 
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), según instrucciones del 
fabricante. 
 
III.3.4   Electroforesis en gel de agarosa 
La visualización de los fragmentos de ADN se realizó por Electroforesis en gel de 
agarosa (Biodynamics) al 1,5% con tinción de Bromuro de Etidio (Promega) en una 
concentración final de 0,4 µg/ml. Los geles fueron preparados en buffer TAE al 1X y 
corridos en el mismo buffer por una hora a 100V. La siembra de la muestra se realizó 
en la proporción correspondiente de buffer de siembra 6X y como marcador de 
tamaño se utilizó una mezcla de fragmentos de ADN de tamaño escalonado obtenidos 
comercialmente (100 bp ladder, PB-L). La visualización de los geles se realizó en 
transiluminador UV a 255nm. 
 
 
III.4   Expresión y purificación de proteínas recombinantes 
III.4.1   Inducción de la expresión 
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A partir de una colonia de E. coli BL21 (DE3) transformada, ya sea con el vector sin 
inserto, con IntiminaγC280-pRSET o con EspB-pRSET, se procedió a la inducción de la 
expresión de las proteínas en forma recombinante. Para ello, se realizó un cultivo ON 
en LB suplementado con Ampicilina (100 µg/ml). Al día siguiente, el cultivo se repicó 
en LB fresco en una dilución 1/100 y se incubó a 37°C en agitación hasta que alcanzó 
una DO de 0,6 aproximadamente. A continuación, se agregó IPTG (Promega) en una 
concentración final de 1mM y se incubó en las condiciones mencionadas previamente, 
durante tres horas.  
Para corroborar la expresión de las proteínas luego de la inducción, 1 ml del cultivo 
inducido fue centrifugado, resuspendido en 100 µl de buffer de muestra 1X para geles 
de poliacrilamida y hervido en baño de agua durante 5 minutos. Posteriormente, fue 
sometido a separación electroforética en geles de poliacrilamida discontinuos, en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y comparado con una muestra obtenida en 
idénticas condiciones, previo a la inducción. 
 
III.4.2   Electroforesis en geles de poliacrialamida (SDS-PAGE) 
Las electroforesis fueron llevadas a cabo en condiciones desnaturalizantes y 
discontinuas, donde el gel de apilamiento contenía un porcentaje de 
acrilamida/bisacrilamida (29:1) de 5% y el de corrida, de 12 %184. Se sembraron 15 µl 
de cada muestra y se corrió durante 2 horas a 150 V en buffer de corrida 1X. Junto con 
las muestras se corrió un marcador de peso molecular (LMW-SDS Marker Kit; 
Amersham Biosciences), compuesto por las siguientes proteínas: 
 
PROTEÍNA PATRÓN PM (kDa) 
Fosforilasa b 97 
Albúmina sérica bovina 66 
Ovoalbúmina 45 
Anhidrasa carbónica 30 
Inhibidor de tripsina 20,1 
α-lactoalbúmina 14,4 
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La tinción de los geles se efectuó por inmersión en solución de tinción con Coomassie 
Brilliant Blue G-250 (CBB)  y posterior decoloración en solución decolorante. 
 
III.4.3   Purificación 
La purificación de las proteínas obtenidas en forma recombinante se realizó mediante 
cromatografía de pseudoafinidad en columnas de Niquel-sefarosa (Invitrogen), en 
condiciones desnaturalizantes. Brevemente, los cultivos inducidos fueron 
centrifugados durante 10 minutos a 5000 rpm a 4°C y el pellet resuspendido en 8 ml de 
buffer de lisis. Luego de la resuspensión del pellet, éste fue sonicado hasta claridad y 
centrifugado nuevamente. El sobrenadante fue transferido a la columna de Ni-
Sefarosa, previamente equilibrada en buffer de unión, e incubada en agitación suave 
durante 15 minutos. Pasado este tiempo, se descartó el sobrenadante y la resina fue 
lavada dos veces con 5 ml de buffer de unión. Posteriormente se realizaron 4 lavados 
consecutivos más, 2 con buffer de lavado pH 6 y dos con buffer de lavado pH 5,3. La 
proteína recombinante fue eluida mediante el agregado de 5 ml de buffer de elusión, 
recolectando fracciones de 1 ml. Todas las fracciones, incluyendo alícuotas tomadas 
durante los lavados, fueron analizadas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes. 
 
III.4.4   Diálisis  
Aquellas fracciones obtenidas en la purificación en columna de Ni-Sefarosa, que 
presentaron mayor concentración de proteína fueron dializadas ON contra PBS 1X para 
eliminar la urea del buffer de elusión.  
 
III.4.5   Cuantificación de proteínas totales 
La concentración de proteínas fue evaluada utilizando la técnica de Bradford185.  
Brevemente, 10 µl de muestra fueron incubados con 200 µl de reactivo de Bradford 
(Bio-Rad) en un volumen final de 1 ml. La mezcla fue incubada durante 10 minutos a 
temperatura ambiente y la absorbancia medida a 595nm en espectrofotómetro 
(BioTek ELx808, BioTek Instruments). La cuantificación se llevó a cabo por comparación 
con una curva de calibrado de Albúmina Sérica Bovina (BSA). 
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III.4.6   Western Blot 
Para corroborar la identidad de las proteínas obtenidas en forma recombinante, se 
realizó la técnica de Western Blot empleando como anticuerpo primario, sueros de 
bovinos inmunizados en ensayos previos realizados en nuestro laboratorio. Asimismo, 
se empleó esta técnica para evaluar la capacidad de los sueros de los terneros 
inmunizados en esta tesis, de reconocer los antígenos vacunales. 
Para ello, se sembraron 15 µl de las proteínas purificadas en múltiples calles, las que 
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa durante 2 horas a 100V en buffer 
de transferencia. La membrana fue cortada según las calles del gel y cada tira fue 
identificada con un número. Todas las calles fueron bloqueadas en PBS - Leche 
descremada al 5% ON a 4°C para ser luego lavadas 3 veces con PBS-Tween 0,1%. 
Posteriormente, se incubaron las tiras con la dilución correspondiente de cada suero 
durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente y pasado este tiempo, se lavaron 
nuevamente 3 veces con PBS-Tween 0,1%. Los anticuerpos de bovino fueron puestos 
de manifiesto con un anticuerpo anti IgG bovina hecho en cabra conjugado a 
peroxidasa (Bethyl) en una dilución 1/1000 incubando la membrana durante 1 hora a 
temperatura ambiente en agitación. Luego de lavar nuevamente 3 veces, se procedió 
al revelado con 3,3'-diaminobenzidine (DAB)  y H2O2. La reacción fue detenida con 
agua destilada. 
 
 
III.5   Aislamiento e identificación de STEC O157 y no-O157 
 
III.5.1  Hisopado recto-anal (HRA) 
El hisopado recto-anal se realizó mediante la inserción de un hisopo estéril dentro del 
ano del animal (2 a 5 cm aproximadamente) y con un movimiento rotatorio, se abarcó 
en su traslación la circunferencia de la unión recto-anal. El hisopo se colocó en un tubo 
con 3 ml de TSB e inmediatamente se almacenó en hielo. La muestra fue procesada 
dentro de las 3 horas186, ya sea para recuento directo o incubada a 37ºC para su 
posterior procesamiento. 
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III.5.2   Recuento directo de E. coli O157:H7 
Para la cuantificación de E. coli O157:H7 en hisopados de mucosa recto-anal de los 
terneros desafiados experimentalmente, el hisopo obtenido según se explica en el 
apartado anterior, fue homogeneizado con los 3 ml de TSB en vórtex por 1 min. 
Posteriormente, se retiró el hisopo y se sembraron 1, 10 y 100 ul (en las diluciones 
apropiadas) en placas de SMAC-CT suplementadas con ácido nalidíxico y MUG (4-
metilumbelliferil-beta-D-glucuronido). Las placas fueron incubadas a 37°C por 18 h. 
Pasado este tiempo, el número de colonias sorbitol negativas y MUG negativas fueron 
contadas, y su identidad confirmada por aglutinación de látex para el antígeno O157 y 
por PCR multiplex (ver más adelante). 
 
III.5.3  Separación inmunomagnética 
El cultivo de TSB obtenido luego de la homogeneización de los hisopos fue incubado 
durante 18 h a 37°C. Este cultivo enriquecido fue sometido a separación 
inmunomagnética para el aislamiento de E. coli O157:H7, empleando perlas 
comerciales y siguiendo las instrucciones del fabricante (Dynabeads® anti-E. coli O157, 
Life Technologies). Las perlas obtenidas luego del proceso de inmunoseparación 
fueron estriadas en placas de SMACT-CT-MUG con ácido nalidíxico para el caso de los 
hisopos provenientes de animales desafiados experimentalmente, y en SMAC-CT-MUG 
para los animales de campo. Las placas se mantuvieron en estufa a 37ºC durante 18 
horas y las colonias sospechosas fueron confirmadas según se describe en el apartado 
anterior. El resultado obtenido en este ensayo fue cualitativo, positivo o negativo.  En 
los ensayos que involucraron desafío con E. coli O157:H7, a aquellas SIM positivas 
provenientes de animales con recuento directo negativo, se les asigno un valor 
arbitrario de 10 UFC/hisopo, para facilitar su cuantificación. 
 
III.5.4   PCR multiplex: eae-stx1-stx2-rbfO157 
Para verificar la presencia de los genes eae-stx1-stx2-rbfO157, las colonias sospechosas 
o la zona de confluencia, se resuspendieron en 500 µl de H2O destilada estéril y 
sometida a hervor durante 10 minutos. Posteriormente, la muestra fue centrifugada y 
el sobrenadante recuperado fue empleado como templado para la reacción en cadena 
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de la polimerasa (PCR). Brevemente, la mezcla de reacción consistió en 2,5 µl de 
templado de ácidos nucleicos, 20 mM Tris–HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 2mM MgCl2, 0,6 
µM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP y 2U de Taq ADN polimerasa (Inbio 
Highway) en un volumen final de reacción de 25 µl. El ciclado consistió en un paso de 
desnaturalización inicial durante 2 minutos a 94ºC seguido por 30 ciclos de 2 minutos a  
94ºC, 1 minuto a 57ºC y 1 minuto a 72ºC(187, 91, 188). Los primers empleados se 
describen en la Tabla 1. 
 
III.5.5   Aglutinación con reactivo de látex 
La confirmación de la presencia de E. coli O157:H7 se realizó mediante la detección del 
antígeno O157 a partir de colonias sospechosas aisladas en SMAC-CT-MUG con o sin 
antibiótico, empleando el kit comercial Coli 0157 Latex Test (Oxoid) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
III.5.6 Inmunohistoquímica 
Para la detección de E. coli O15:H7 en segmentos de tejido de aquellos animales con 
cultivo de unión recto-anal positiva, se empleó la técnica de inmunohistoquímica. 
Brevemente, las secciones de tejido fueron desparafinadas y su actividad peroxidasa 
endógena fue bloqueada con H2O2 3% en metanol por 10 min. Posteriormente, los 
vidrios se incubaron  con suero normal de conejo a temperatura ambiente por 30 min 
para luego agregar el anticuerpo primario anti O157 LPS (hecho en conejo) diluido 
1/100, gentilmente cedido por el Servicio de Antígenos y Antisueros, INEI-ANLIS “Dr. 
Carlos G. Malbrán”.  El anticuerpo primario se incubó en cámara húmeda durante toda 
la noche a 4ºC.  Al día siguiente la presencia del antígeno O157 fue revelada utilizando 
el kit comercial RTU Vectastain (Vector, Peterborough, UK), siguiendo las instrucciones 
del fabricante  y empleando diaminobenzidina (DAB) como cromógeno. Finalmente, se 
realizó una tinción de contraste con hematoxilina.  
 
III.5.7  Aislamiento de STEC no-O157 
100 µL del cultivo enriquecido de los hisopados recto-anales fueron sembrados en 
placas de SMAC e incubados durante 18 h a 37ºC. Pasado este tiempo, se realizó la PCR 
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multiplex a partir de zona de confluencia, según se describe en el apartado III.5.3. En 
aquellas muestras que resultaron positivas a stx1 y/o stx2 pero negativas a rbfO157, se 
procedió al re-aislamiento en SMAC y la posterior identificación de las colonias sorbitol 
(+) aisladas por pruebas bioquímicas189. 
 
 
III.6 Caracterización de cepas STEC no-O157 
 
III.6.1 Serotipificación 
La detección de los antígenos O y H fue realizada utilizando antisueros provistos por el 
Statens Serum Institute (Copenhague, Dinamarca), según Orskov y col. (1984)9. La 
serotipificación se realizó en el Servicio de Fisiopatogenia, Instituto Nacional de 
Enfermedades Infecciosas (INEI) – ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. 
 
III.6.2 Detección de factores de virulencia 
La detección de diversos factores de virulencia se realizó por PCR. Estos factores, 
involucrados en diferentes mecanismos de patogénesis,  son: 1) toxinas: toxinas Shiga 
1 y 2 y sus subtipos (stx1, stx2), subtilasa (subAB), toxina distensora citoletal (cdtIII-
cdtIV), factor citotóxico necrotizante (cnfI, cnfII), enterotoxina termoestable (STa), 
hemolisina (hlyA); 2) Sistema de Secreción de Tipo III (SST3): intimina (eae); 3) 
Fimbrias: F41, F5, fimbria S (sfaD/E), fimbria P (papC), fimbria polar larga (lpfAO157/OI-
141, lpfAO113, lpfAO157/OI-154); 4) adhesinas: homólogo de adhesina regulada por 
hierro (iha), adhesina afimbrial VIII (afaE8),  adhesina CS31A (clpG); pili hemorrágico de 
coli (hcpA); 5) sideróforos: aerobactina (iucD); 6) formación de biofilm: 
autotransportador de STEC involucrado en la formación de biofilm (Sab), adhesina 
autoaglutinante de STEC (Saa), autotransportador de EHEC (ehaA). La descripción de 
los cebadores se describe en la Tabla 1.  
 
Factor de 
virulencia 
Primer Secuencia del primer (5´3´) 
Tama
ño 
(bp) 
Referencia 
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Intimina 
EAE-1 GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG 
345 
Blanco, J.E., Blanco, A., 
Mora, G.,Dahbi, M.P., 
Alonso, E.A., González, 
M.I. Bernárdez and J. 
Blanco,  J. Clin. 
Microbiol. 42 (2004), 
pp. 645–651. 
EAE-2 GGCGCTCATCATAGTCTTTC 
Toxina Shiga 1 
Stx1-a CAGTTAATGTGGTGGCGAAG 
894 
Olsvik Ø., and  
Strockbine N.A. 1993. 
In: Persing D.H., Smith 
T.F., Tenover F.C. and 
T.J. White (eds). 
Diagnostic Molecular 
Microbiology.Principles 
and applications. 
Washington, DC: 
American Society for 
Microbiology, 271-276. 
Stx1-b CTGCTAATAGTTCTGCGCATC 
Toxina Shiga 2 
Stx2-a CTTCGGTATCCTATTCCCGG 
478 
Stx2-b GGATGCATCTCTGGTCATTG 
rfbO157 
O157F CGGACATCCATGTGATATGG 
258 
Paton A.W and Paton 
J.C (1998)  J. Clin. 
Microbiol. 36: 598-602. 
O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC 
Factor 
necrotizante 
citotóxico II 
Cnf II F TATCATACGGCAGGAGGAAGCACC 
1243 
Van Bost S, Jacquemin 
E, Oswald E and Mainil 
J (2003). J. Clin. 
Microbiol; 41 (9): 
4480–4482 . 
Cnf II R GTCACAATAGACAATAATTTTCCG 
Factor 
necrotizante 
citotóxico I 
Cnf1-2 F TTATATAGTCGTCAAGATGGA 
633 
Cnf1-2 R CACTAAGCTTTACAATATTGA 
Toxina distensora  
citoletal III 
Cdt III F GAAAATAAATGGAATATAAATGTCCG 
558 
Cdt III R TTTGTGTCGGTGCAGCAGGGAAAA 
Toxina distensora 
citoletal IV 
Cdt IV F CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC 
350 
Cdt IV R TTGCTCCAGAATCTATACCT 
Aerobactina 
IucD F AAAACTGACATCGGATGGC 
253 
iucD R GTATTTGTGGCAACGCAGAA 
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Adhesina fimbrial 
S  
Sfa F CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 
410 
Van Bost S, Jacquemin 
E, Oswald E and Mainil 
J (2003). J. Clin. 
Microbiol; 41 (9): 
4480–4482 . 
Sfa R CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 
Pili asociado a 
pielonefritis 
pap F GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
328 
pap R ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 
Adhesina 
afimbrial VIII 
afa F CTAACTTGCCATGCTGTGACAGTA 
302 
afa R TTATCCCCTGCTTAGTTGTGAATC 
F17 
F17 F GCAGAAAATTCAATTTATCCTTGG 
537 
F17 R CTGATAAGCGATGGTGTAATTAAC 
F5 
F5 F TATTATCTTAGGTGGTATGG 
314 
Franck SM, Bosworth 
BT, Moon HW (1998). J. 
Clin. Microbiol; 36 (6): 
1795-1797 
F5  R GGTATCCTTTAGCAGCAGTATTTC 
F41 
F41 F GCATCAGCGGCAGTATCT 
380 
F41 R GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT 
Enterotoxina 
termoestable 
Sta F GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA 
190 
Sta  R AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA 
Subtilasa 
SubAB F TATGGCTTCCCTCATTGCC 
556 
Paton AW and Paton JC 
(2005).J. Clin. 
Microbiol. 43: 2944-
2947. 
SubAB R TATAGCTGTTGCTTCTGACG 
Hemolisina 
hlyA 1 GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 
1551 
Schmidt H, Beutin L, 
Karch H. (1995). Infect 
and Imm. 63 (3): 1055-
1061 hlyA4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 
Fimbria polar 
larga O157/O154 
O154-
FCT 
GCAGGTCACCTACAGGCGGC 
525 
Toma, C. et al. (2004). 
J.  Clin. Microbiol. 
42(11): 4937–46 
O154-
RCT 
CTGCGAGTCGGCGTTAGCTG 
Fimbria polar 
larga O157/O141 
lpfO141-
F 
CTGCGCATTGCCGTAAC 
412 
Szalo IM, Goffaux F, 
Pirson V, Piérard D, Ball 
H, Mainil (2002). J.Res 
Microbiol.;153(10):653-
8. 
lpfO141-
R 
ATTTACAGGCGAGATCGTG 
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Fimbria polar 
larga AO113 
lpfA-F ATGAAGCGTAATATTATAG 
573 
Doughty S, Sloan J, 
Bennett-Wood V, 
Robertson M, Robins-
Browne RM, Hartland 
EL (2002).Infect 
Immun.; 70(12):6761-9. 
lpfA-R TTATTTCTTATATTCGAC 
Pili hemorrágico 
de coli 
hcpA-F TCGCTAGTTGCTGACAGATTT 
868 
 hcpA-R AATGTCTGTTGTGTGCGACTG 
Autotransportado
r de STEC para la 
formación de 
bifilm 
LH0147 F GGTGGATACAGCAGGTAATG 
163 
Herold S, Paton JC, 
Paton AW (2009). 
Infect 
Immun;77(8):3234-43. 
LH0147 R TATCTCACCACCTGCTATCG 
Adhesina 
autoaglutinante 
de STEC  
SaaF CCTCACATCTTCTGCAAATACC 
688 
Paton AW, Srimanote 
P, Woodrow MC, Paton 
JC (2001).Infect 
Immun;69(11):6999-
7009. 
SaaR 
GTTGTCCTGCAGATTTTACCATCCAATGGAC
ATG 
Autotransportado
r de EHEC  
EhaA-u AGGCATGAGACACGATC 
500 
Wu. Y et al. (2010). J. 
Vet. Med. Sci. 72(5): 
589–597, 2010 EhaA-d AAGTCGTGCCATTGAGC 
CS31A 
clpG1 GGGCGCTCTCTCCTTCAAC 
402 
Bertin Y, Martin C, 
Girardeau JP, Pohl P, 
Contrepois M (1998). 
FEMS Microbiol Lett; 
162(2):235-9. 
clpG2 CGCCCTAATTGCTGGCGAC 
Homólogo de 
adhesina IrgA  
iha-I CAGTTCAGTTTCGCATTCACC 
1305 
Brunder P, Tarr I, 
Dobrindt U, Hacker J 
,Karch H. (2001).Infect. 
Immun; 69(11):6863. 
iha-II GTATGGCTCTGATGCGATG 
 
Tabla 1: Descripción de primers y tamaño de productos de las PCRs empleadas en 
la detección de  factores de virulencia. 
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III.6.3 Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) 
El análisis de los fragmentos de macrorestricción por electroforesis en gel de campo 
pulsado se realizó según los Procedimientos Operativos Estándar de PulseNet para 
Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli no-O157 (STEC), serotipos de Salmonella, 
Shigella sonnei y Shigella flexneri190 usando 6,76 seg – 35,38 seg como los tiempos 
iniciales y finales para STEC no-O157. Se empleó el equipo CHEF DR-III system (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) y la enzima de restricción XbaI  (Promega Corp., 
Madison, WI, USA). La cepa Salmonella Braenderup H9812 (gentilmente cedida por el 
Centro de Control de Enfermedades (CDC) Atlanta, GA, USA), fue incluida como 
estándar. Las imágenes de los geles fueron obtenidas usando Gel Doc-IT 2000 (Bio-
Rad) y analizadas con el software BioNumerics v 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). 
Esta técnica fue realizada en el Servicio de Fisiopatogenia, Instituto Nacional de 
Enfermedades Infecciosas (INEI) – ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”.  
 
III.6.4 Formación de biofilm 
Para analizar la capacidad de formación de biofilm, cultivos overnight de las cepas a 
evaluar fueron diluidos 1:40 en DMEM o TSB suplementado con 0,45% de glucosa y 
200 μl fueron inoculados en placas de poliestireno de 96 pocillos (Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ). Además, algunos pocillos fueron inoculados solo con medio estéril 
para ser considerados como blanco. Las placas se incubaron durante 18 h a 37ºC y 
pasado este tiempo se lavaron 2 veces con 200 µl de PBS para remover las células no 
adheridas y se tiñeron con 200 µl de cristal violeta al 0,1% por 5 min. Posteriormente, 
se lavaron nuevamente 2 veces con PBS y se agregaron 200 µl de etanol 96%. La 
absorbancia fue leída a 540 nm  para cuantificar la formación de biofilm188,191,192. La 
interpretación de los resultados se realizó empleando los criterios establecidos por 
Stepanoviç y col193. 
 
III.6.5 Curvas de crecimiento 
Las cepas a evaluar fueron diluidas 1:100 en caldo LB a partir de un cultivo ON, y 
cultivadas en agitación a 150 rpm, a 37ºC, por triplicado. Para medir el crecimiento 
54 
 
bacteriano, la DO a 600 nm fue medida cada 30 min durante la primer hora y 
posteriormente, cada hora. 
 
III.6.6 Ensayo spot-on-lawn 
Para evaluar si las cepas STEC no-O157 tienen capacidad de inhibir el crecimiento de E. 
coli O157:H7 se realizó el ensayo de spot-on-lawn. Brevemente, un cultivo ON de la 
cepa 438/99 fue diluido al 0,5 de la escala de McFarland y plaqueado con un hisopo 
sobre agar Mueller-Hinton (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK). Las cepas STEC no-O157 a 
evaluar también fueron diluidas al 0.5 del estándar de McFarland y una gota de 20 µl 
fue depositada sobre la placa de MHA previamente sembrada con 438/99. Las placas 
se secaron al aire y posteriormente, se incubaron durante 18 h a 37ºC. Pasado este 
tiempo, se examinaron para detectar la presencia de zonas de inhibición alrededor de 
las gotas de siembra de las cepas STEC no-O157. 
 
III.6.7 Resistencia a antibióticos 
La resistencia a diversos antibióticos se realizó siguiendo la técnica de difusión en disco 
de Kirby-Bauer, de acuerdo a los procedimientos y estándares de CLSI. Los 
antimicrobianos evaluados fueron ampicilina, amikacina, colistina, cloranfenicol, 
gentamicina, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, estreptomicina, tetraciclina, 
nitrofurantoína y trimetoprima-sulfametoxazol. Esta técnica fue realizada en el Servicio 
de Fisiopatogenia, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) – “Dr. Carlos 
G. Malbrán”. 
 
 III.6.8 Citotoxidad de Stx en células Vero 
Para analizar la capacidad citotóxica de Stx, las cepas a evaluar fueron cultivadas ON a 
37ºC y en agitación (200 rpm) en 5 mL de caldo LB. Posteriormente, el cultivo fue 
centrifugado y el sobrenadante filtrado (0.22 μm). Una fracción del sobrenadante fue 
conservado y la otra, tratado con 2 mg/ml de mucus de ratón durante 4 h a 37ºC. El 
mucus fue obtenido según se describe en Wadolkowski y col (1990)194. 
Estos sobrenadantes, ya sea tratado con mucus o no, fueron evaluados sobre células 
Vero según descripto previamente195. Brevemente, 4x104 células Vero crecidas sobre 
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placas de 96 pocillos, fueron tratadas durante 72 h con los sobrenadantes en distintas 
diluciones bajo condiciones de arresto celular (sin suero). Pasado este tiempo, las 
placas se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con 50 μg/ml de Rojo Neutro en PBS 
durante 2 h. Luego se lavaron 2 veces con CaCl2 1% y formaldehido 4% y finalmente se 
solubilizó el colorante con ácido acético 1% y etanol 50%. La absorbancia fue leída en 
espectrofotómetro a 546 nm. Los resultados se expresan como % de viabilidad celular, 
siendo el 100% las células incubadas en idénticas condiciones pero sin sobrenadante 
de bacterias. La Dosis Citotóxica 50 (DC50) representa a la dilución capaz de matar al 
50% de las células. Este ensayo fue realizado en el Laboratorio de Fisiopatogenia, 
Instituto de Fisiología y Biofísica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay-CONICET), Facultad 
de Medicina, UBA. 
 
III.6.9 Adherencia in vitro 
La capacidad de adherencia de cepas STEC no-O157 in vitro fue evaluada en las líneas 
celulares epiteliales HeLa (ATCC-CCL2) y Caco-2 (ATCC-HTB-37). Brevemente, 2,5 
105 células fueron sembradas en placas de 12 pocillos (Nunc) y cultivadas hasta 80% de 
confluencia a 37ºC con 5% de CO2, en DMEM suplementado con 10% de Suero Fetal 
Bovino (SFB) inactivado por calor, 2 mM L-glutamina, penicilina (100,000 UI/l) y 
estreptomicina (100 mg/l). Antes de ser utilizadas, las células se lavaron 2 veces con 
PBS y se les colocó 1 ml de DMEM sin antibióticos. Un cultivo ON sin agitación de las 
cepas bacterianas a evaluar fue diluido y 107 bacterias (MOI 40) se agregaron a cada 
pocillo. Las placas se incubaron a 37ºC con 5% de CO2 durante 3 h y, pasado este 
tiempo, se lavaron 2 veces con PBS para evitar la citotoxicidad de Stx. Posteriormente 
se agregó 1 ml de DMEM sin antibióticos y se incubó durante 2 h más en las mismas 
condiciones mencionadas anteriormente. Para realizar la cuantificación, la monocapa 
celular se lavó 3 veces con PBS y las bacterias adherentes se recuperaron en 1 ml de 
Tritón X100 0.1% en PBS. Múltiples diluciones fueron sembradas en placas de SMAC y, 
luego de 18 h de incubación a 37ºC, se realizó el recuento de las colonias. 
En ensayos de competición las cepas STEC no-O157 y 438/99 fueron incubadas en una 
relación 1:1, y el recuento se realizó teniendo en cuenta la diferente capacidad de 
fermentación de sorbitol de las cepas.  
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III.7   Ensayos con terneros 
 
III.7.1   Animales 
Se emplearon terneros macho de la raza Holando-Argentino de 3 a 4 meses de edad al 
comienzo de los ensayos. Los animales fueron seleccionados por no poseer evidencia 
microbiológica de infección preexistente por E. coli O157, como se determinara por 
aislamiento mediante separación inmunomagnética (SIM) y  PCR múltiple dirigida a los 
genes eae, stx1, stx2 y rfbO157 de E. coli O157 (ver sección III.5.4).  
Los animales fueron obtenidos de diferentes tambos de la provincia de Buenos Aires y 
trasladados al establo de bioseguridad 2 del Centro Nacional de Investigaciones 
Agropecuarias, una semana previa al comienzo de los experimentos para asegurar su 
adaptación, con suministro de agua y alimento  ad libitum. 
Allí recibieron tratamiento profiláctico para el control de parásitos intestinales y 
tratamiento antibiótico, en caso de ser necesario.  
Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional  
para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (CICUAE) del Centro de 
Investigación en Ciencias Veterinarias y agronómicas (CICVyA), INTA. 
 
III.7.2   Inoculación experimental (challenge) 
La inoculación experimental de los terneros se realizó por vía intragástrica empleando 
una sonda. Brevemente, los animales fueron sometidos a a ayuno durante al menos 6 
horas y posteriormente desafiados con 10 ml de inóculo bacteriano de la cepa E. coli 
O157:H7 438/99, con diferentes UFC, según el ensayo. El detalle de las dosis 
empleadas en cada ensayo se encuentra en los respectivos capítulos. 
En el caso de la inoculación con cepas STEC no-O157, se empleó una dosis de 108 UFC. 
 
III.7.3   Inmunización 
Los animales fueron separados en grupos e inmunizados por vía intramuscular en la 
tabla del cuello con las distintas formulaciones vacunales, según se explica más 
adelante. Los antígenos fueron emulsionados el adyuvante oleoso ISA206 (Seppic, 
Francia) de uso en veterinaria en una relación 1:1, para generar una emulsión agua-
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aceite-agua, según instrucciones del fabricante. Todos los animales recibieron 2 dosis, 
separadas por 15 días, y los ensayos de vacunación incluyeron un grupo control que 
recibió solo PBS. La composición de los grupos se explica más adelante en cada 
capítulo. 
 
 
III.8   Evaluación de la respuesta a la inmunización 
 
III.8.1   Evaluación de la respuesta inmune humoral 
La respuesta humoral de los animales se evaluó a través de la determinación de los 
niveles de anticuerpos en suero contra los antígenos empleados en la inmunización a 
través de un ELISA indirecto. Para ello, en las placas de 96 pocillos (Nunc) se inmovilizó 
0,1 µg de la proteína recombinante para el caso de IntiminaγC280  y EspB, y 0,5 µg de 
la subunidad B de la toxina Shiga 2 en 100 µl de buffer carbonato por pocillo, durante 
toda la noche a 4°C. Al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0,05% y 
luego se bloquearon los sitios libres con 200 µl de PBS - Leche descremada 3% por 
pocillo, durante 1 hora a 37°C. Luego de lavar nuevamente 3 veces con PBS-Tween 
0,05%, se agregaron los sueros diluidos 1/50 en PBS-Tween 0,05% o diluciones seriadas 
al medio, según el caso,  y se incubaron a 37°C por 2 horas. Pasado este tiempo se 
realizó una nueva serie de lavados para finalmente poner de manifiesto la unión de los 
anticuerpos específicos mediante el agregado de 100 µl de una dilución en PBS-Tween 
0,05% de anticuerpo anti Inmunoglobulina (Ig) bovina conjugado a peroxidasa (HRP) 
(Bethyl) diluido 1/10000. Luego de la incubación durante 1 hora a 37ºC, se realizaron 
nuevos lavados y finalmente el revelado con H2O2 y ABTS (2,2-azino-di (3-ethyl-
benzthiazoline sulphonic acid) u OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) como 
cromógeno. Se determinó la densidad óptica mediante lectura espectrofotométrica a 
405 nm o 490 nm (BioTek ELx808, BioTek Instruments).  
La detección de anticuerpos contra Stx2B se realizó en el Laboratorio de Patogénesis e 
Inmunología de Procesos Infecciosos, Instituto de Medicina Experimental (IMEX) - 
CONICET,  Academia Nacional de Medicina. 
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III.8.2   Evaluación de la respuesta inmune en mucosas 
Para la determinación de anticuerpos específicos en mucosas de los animales 
vacunados se tomaron segmentos de íleon, ciego y unión recto-anal al momento de la 
necropsia, los que fueron conservados a -80ºC hasta su utilización. Para preparar los 
homogenatos de tejido se procedió según lo descripto por Nart y col (2008)114. 
Brevemente, los tejidos fueron descongelados y una porción de 50-75 mg fue 
escindida y colocada inmediatamente en tubos con perlas de vidrio de 150-212 µm 
(Sigma) con 1 ml de PBS frío. Los tejidos fueron procesados en homogeneizador 
(FastPrep®-24, MP Biomedicals) durante 10 seg a 5,5m/s. Los tubos fueron colocados 
inmediatamente en hielo y posteriormente centrifugados para remover los detritos. El 
contenido proteico de los sobrenadantes fue determinado por la técnica de Bradford 
según instrucciones del fabricante. Para realizar la determinación de anticuerpos 
específicos por ELISA, la concentración de proteínas fue ajustada a 0,5 mg/m en PBS 
conteniendo 0,5M NaCl y 0.5% Tween 80114. El enzimoinmunoensayo se realizó según 
se describe en la sección anterior. 
 
III.8.3 Evaluación de la secreción de Interferón γ  
Para la detección de Interferón γ (IFN-γ) secretado en sangre entera estimulada in vitro 
200 µl de sangre entera heparinizada, obtenida de los animales involucrados en 
protocolos de inmunización, fueron incubados con los antígenos vacunales 
recombinantes en una concentración final de 36 µg/ml durante toda la noche a 37ºC, 
5% CO2
196. Para el caso de la toxina Shiga, el antígeno empleado en la estimulación fue 
la subunidad B de Stx2, sin BLS. También se incluyó un control negativo (PBS) y un 
positivo estimulado con lectina de Phytolacca americana (pokeweed mitogen: PKWM) 
(Sigma).  Pasado este tiempo, se recuperó el plasma que fue guardado a -80ºC hasta su 
uso.  
Para la determinación de la concentración de IFN-γ liberado, se empleó el kit comercial 
Bovine Interferon Gamma ELISA Kit (BioRad) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
III.8.4 Detección de mRNA de citoquinas 
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La expresión de citoquinas fue evaluada por RT-qPCR en PBMC estimulados con los 
antígenos empleados en el protocolo de inmunización. Brevemente, los PBMC fueron 
obtenidos por centrifugación de sangre heparinizada sobre Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. 107 células de cada animal fueron 
incubadas a 37ºC durante 16 h con 21 μg/ml de una mezcla de EspB, IntiminaC280 y 
Stx2B (7 µg/cada una) en RPMI 1640 completo197,198. Pasado el período de incubación, 
las células fueron lisadas en 1 ml de Trizol® (Invitrogen) y almacenadas a -80ºC hasta 
su uso. La extracción de ARN total se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante 
a través de una extracción con cloroformo. La calidad y cantidad del ARN obtenido fue 
evaluado por espectrofotometría UV (Nanodrop, Wilmington, DE, USA) y electroforesis 
en agarosa 0,8%. 1 μg de ARN libre de ADN fue retrotranscripto a ADNc total 
empleando 50 ng de  random primers (Invitrogen) en un volumen final de 20 μl, con la 
transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen). Real time PCR se realizó empleando el 
ADNc obtenido para detectar ARNm de las siguientes citoquinas: Interleuquinas (IL) -2, 
IL-4, IL-8 IL-10; interferón-γ (IFN-γ), factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y factor de 
crecimiento transformante β (TGF-β). El gen housekeeping de la Gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue utilizado como control de expresión génica 
constitutiva. La amplificación fue realizada en un fluorómetro automático (ABI 
PRISMTM 7000 Sequence Detection System, Applied Biosystems) utilizando placas de 96 
pocillos de calidad óptica. Cada muestra fue analizada por duplicado en una mezcla de 
reacción de 25 µl finales. La mezcla de reacción consistió en 1,25 µl de ADNc, 12,5 µl 
de SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) y  300 nM de cada primer. Las 
condiciones de amplificación fueron iguales para todas las citoquinas ensayadas: 1 
ciclo a 50 ºC por 2 min, 1 ciclo a 95 ºC por 10 min y 40 ciclos a 95 ºC por 15 s y a 60 ºC 
por 60 s141. El análisis semicuantitativo se realizó empleando el método ΔΔCT 
empleando el software REST2009 V2.0.13. los primers empleados se observan en la 
tabla 2. 
 
Gen Primer Secuencia (5´3´) 
Tamaño 
(bp) 
Referencia 
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GAPDH 
GAPDH-2 F GCGATACTCACTCTTCTACCTTCG 
82 
Behrendt y 
col, 2008; 
Taubert y 
col, 2006. 
GAPDH-2 R TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC 
IL-2 
IL-2 F GGATTTACAGTTGCTTTTGGAGAAA 
165 
Leutenegger 
y col, 2000. IL-2 R GCACTTCCTCTAGAAGTTTGAGTTCTT 
IL-4 
IL-4 F CATGCATGGAGCTGCCTGTA 
83 
Waldvogel y 
col, 2000. IL-4 R AAT TCC AAC CCT GCA GAA GGT 
IL-8 
IL-8 F CACTGTGAAAAATTCAGAAATCATTGTTA 
107 
Leutenegger 
y col, 2000. IL-8 R CTTCACCAAATACCTGCACAACCTTC 
IL-10 
IL-10 F GTGATGCCACAGGCTGAGAA 
130 
Lahouassa y 
col, 2007. IL-10 R TGCTCTTGTTTTCGCAGGGCA 
INFγ 
INFγ F TTCTTGAACGGCAGCTCTGAG 
126 
Leutenegger 
y col, 2000) INFγ R TGGCGACAGGTCATTCATCA 
TNFα 
TNFα F TCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAAG 
103 
Leutenegger 
y col, 2000. TNFα R CCATGAGGGCATTGGCATAC 
TGFβ 
TGFβ F GGCCCTGCCCTTACATCTG 
74 
Moussay y 
col, 2006. TGFβ R CGGGTTGTGCTGGTTGTACA 
 
Tabla 2: Primers utilizados en la determinación de citoquinas por RT-qPCR en PBMC 
estimulados. 
 
 
III.9   Evaluación de la funcionalidad de los anticuerpos in vitro 
 
III.9.1   Inhibición de la adherencia de E. coli O157:H7 a células Hep-2 
Para evaluar la capacidad de los anticuerpos generados en respuesta a la inmunización 
de reducir la adherencia de E. coli O157:H7 in vitro se sembraron 2,5 x 105 células Hep-
2 en placas de 12 wells hasta 60-70 % de confluencia.  
Previamente, una colonia de E. coli O157:H7 cepa 438/99 se hizo crecer 18 h a 37°C en 
Caldo Infusión Cerebro-Corazón con NaHCO3 44mM sin agitación. 20 µl de este cultivo 
se agregaron a 300ul de una dilución 1:50 de los sueros previamente inactivados 
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durante 30 min a 56°C, en Medio de Adherencia (MA); también se incorporó un control 
sin suero. Luego de incubar las bacterias con el suero a 37°C por 30 min, se agregó esta 
mezcla a la monocapa celular previamente lavada con MA para eliminar los 
antibióticos y se llevó a estufa 37°C, CO2 5 % por 3 horas. Pasado este tiempo se 
lavaron los pocillos con PBS y se agregaron 300ul de MA con el suero correspondiente. 
Se incubó por 3 h más para luego lavar con PBS para eliminar las bacterias no 
adheridas y finalmente, las células se homogenizaron con 1 ml de Tritón X-100 0,1% 
por 15 min. Esta solución se diluyó serialmente y se sembró en placas de medio LB 
para realizar el recuento. 
La capacidad de adherencia de la cepa EHEC 439/99 sin suero se consideró como el 
100% de adherencia, mientras que para la bacteria incubada con los diferentes sueros 
se calculó un porcentaje de adherencia relativo al control sin suero. La inhibición de la 
adherencia se calculó como 100% - % adherencia relativa de cada tratamiento. 
 
III.9.2   Inhibición de la hemólisis de glóbulos rojos ovinos 
Una colonia de E. coli O157:H7 438/99 se cultivó durante 18 h, sin agitación, en caldo 
LB a 37 °C. Al día siguiente, las bacterias fueron diluidas 1:100 en 2 ml de Medio 
Esencial Dulbecco Modificado (DMEM) con Alta Glucosa y Piruvato sin Rojo Fenol. El 
inóculo así preparado se incubó con los distintos sueros (inactivados a 56 °C por 30 
min) en una dilución final de 1:40. También se incluyó un control positivo de hemólisis 
que consistió en la cepa EHEC sin suero. Se dejó interactuar por una hora en estufa a 
37 °C con 5 % de CO2 y posteriormente se agregaron 2 ml de una suspensión de 
eritrocitos ovinos al 5 % en PBS. Esta mezcla se incubó durante 3 h a 37 °C con 5 % de 
CO2. Finalmente se removió la suspensión y se centrifugó a 12000 rpm 1 min; luego se 
extrajo el sobrenadante y se estimó la concentración de hemoglobina midiendo la DO 
a 543 nm en espectrofotómetro (BioTek ELx808, BioTek Instruments). El % de hemólisis 
de la bacteria incubada con los diferentes sueros se expresó como % relativo al control 
positivo, donde el 100 % estuvo dado por la cepa sin suero. La inhibición de la 
capacidad hemolítica de los distintos tratamientos se expresó como 100 % - % 
hemólisis relativo. 
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III.9.3   Neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en células Vero 
Para el ensayo de neutralización de la citotoxicidad in vitro, Stx2 (Phoenix Laboratory) 
fue diluida en Medio Mínimo Esencial (MEM; Life Technologies) en una concentración 
capaz de reducir al 50% la viabilidad celular, e incubada con diversas diluciones de pool 
de sueros de los diferentes grupos de inmunización, durante 1 h a 37ºC en agitación. 
Para evaluar la capacidad de inhibición de la citotoxicidad de los anticuerpos 
generados en la inmunización, la mezcla de sueros y toxina fue ensayada sobre células 
Vero crecidas previamente hasta confluencia en placas de 96 wells, bajo condiciones 
de arresto celular durante 72 h. Pasado este tiempo se realizó el ensayo de Rojo 
Neutro199 para calcular la viabilidad celular. Los resultados se expresan como el % de 
viabilidad celular, donde el 100 % corresponde a las células incubadas sin toxina. Este 
ensayo fue realizado en el Laboratorio de Fisiopatogenia, Instituto de Fisiología y 
Biofísica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay-CONICET), Facultad de Medicina, UBA. 
  
 
III.10   Tratamiento estadístico 
 
Para el tratamiento estadístico de los datos obtenidos se empleó el programa 
GraphPad Prism versión 5.03 para Windows o SAS 9.2, cuya licencia se encuentra 
disponible en la Facultad de Agronomía, Universidad de Buenos Aires-CONICET, Buenos 
Aires. El análisis de la expresión de citoquinas se realizó con el software REST (Relative 
Expression Software) V2.0.13. 
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IV. Modelo bovino de 
colonización experimental 
por Escherichia coli 
O157:H7 
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IV.1 Introducción 
 
La infección experimental de bovinos, tanto de adultos como de terneros, es una 
práctica habitual en el campo de la investigación veterinaria. Esta metodología ha sido 
ampliamente utilizada en ensayos de evaluación de vacunas200,201, mecanismos de 
patogénesis de virus, bacterias y parásitos202,203,204, interacciones patógeno-
hospedero205,206, estudios de respuesta inmune207,208, entre otros. Particularmente en 
el caso de EHEC estos ensayos han sido de gran utilidad para dilucidar los mecanismos 
de adherencia de la bacteria a los enterocitos209,210 y la caracterización de la lesión 
típica de attaching and effacing211, como así también la identificación de la unión 
recto-anal como sitio preferencial de colonización49 y en estudios de la dinámica de 
excreción212,132. Con respecto a la evaluación de la eficacia de vacunas, esta 
metodología también ha sido utilizada en numerosas ocasiones. Con este propósito la 
vía de inoculación usualmente empleada es la oral, dado que el desafío pretende 
simular el mecanismo de ingreso de la bacteria en condiciones naturales. En estos 
casos se han empleado dosis muy diversas de EHEC, que varían desde 107 hasta 1010 
UFC127,173,177,213. 
Dado que la colonización y, por lo tanto, la excreción de E. coli O157: H7 depende de 
una multiplicidad de circunstancias tales como factores intrínsecos de los animales que 
incluyen su genética214, estado fisiológico214, dieta151, edad215; de cuestiones 
ambientales como la temperatura y la humedad relativa216–218 y fundamentalmente de 
determinantes bacterianos tales como la presencia de factores de virulencia70 y de la 
genética asociada a cada cepa212,219,220, resulta imprescindible contar con un modelo 
de infección experimental en condiciones controladas que involucre tanto razas como 
cepas circulantes en nuestro país. 
Considerando que dosis tan bajas como 300 UFC resultan infectivas en terneros51, la 
selección de una dosis óptima de desafío resulta fundamental para evaluar el 
desempeño de vacunas experimentales y para comparar entre distintos ensayos.  
Al momento de comenzar este trabajo de tesis, existían 2 reportes, ambos realizados 
en Estados Unidos, que manifestaban la influencia de la dosis en la excreción de E. coli 
O157:H7. Por un lado, Besser y colaboradores (2001)51 reportaron que terneros 
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desafiados tanto con una dosis muy baja (<300 UFC) como con una dosis baja (<10.000 
UFC), fueron eficientemente colonizados y excretaron la cepa de desafío en materia 
fecal. Asimismo, la cepa de desafío fue detectada en animales que compartían el corral 
pero que no habían sido inoculados. Además, Sheng y colaboradores (2004)221 
demostraron que la proporción de animales positivos fue superior y por períodos de 
tiempo más prolongados en los animales que recibieron 1010 UFC, en comparación con 
aquellos inoculados con 107 UFC.  
Por otro lado, la respuesta inmune a la infección tanto natural como experimental con 
E. coli O157:H7 ha sido ampliamente descripta en la bibliografía. La presencia de 
anticuerpos específicos contra una gran variedad de antígenos ha sido reportada en 
suero, leche, calostro y mucosas121,122,125, a pesar de que estos anticuerpos no son 
capaces de impedir la colonización. Bretschneider y colaboradores (2007)125 no 
encontraron asociación entre el nivel de anticuerpos previos contra LPS y proteínas del 
SST3, y la excreción de la bacteria luego del desafío experimental. A pesar de ello, 
distintos autores han demostrado que tanto los terneros jóvenes131,132 como el ganado 
adulto215 excretan menos luego de inoculaciones experimentales repetidas, lo que 
sugiere que una respuesta inmune protectora estaría ocurriendo luego de cada 
infección.  
Nuestro grupo de trabajo ha demostrado la presencia de anticuerpos específicos en 
suero y calostro de animales naturalmente infectados122, como así también la  
eficiente producción y transferencia de inmunidad de madres a crías a través de la 
inmunización con proteínas recombinantes182. La importancia de la transferencia 
pasiva de anticuerpos contra STEC O157:H7 en la reducción de la colonización de los 
terneros ha sido demostrada previamente133,134. Es por todo lo expuesto que 
consideramos necesario evaluar la influencia de anticuerpos previos en la colonización 
de terneros por E. coli O157:H7.  
Por otra parte, solo unos pocos reportes han demostrado la excreción simultánea de 
más de un serogrupo de STEC en un mismo animal55,222. Pearce y colaboradores 
(2004)223 reportaron la excreción de O26 y O145, y de O26, O103 y O157 en terneros 
naturalmente expuestos, mientras que Bibbal y colaboradores (2015)224 describieron 
en un toro joven la portación de O26:H11 junto con O103:H2.  En nuestro país, la 
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detección de los serotipos O26:H11 y O111:H- simultáneamente ha sido descripta en 
un ternero con diarrea de la provincia de Buenos Aires225 
Además, distintas cepas de O157:H7, según se determinara por electroforesis en gel de 
campo pulsado, fueron aisladas de ovejas226 como así también de ganado bovino61,227. 
Hasta el momento, la interacción de E. coli O157:H7 con otras STEC no ha sido 
estudiada y, teniendo en cuenta que el ganado bovino de nuestro país es portador de 
numerosos serotipos de STEC no O157228, resulta de interés en el marco del desarrollo 
de un modelo bovino de inoculación experimental, evaluar la influencia de estas cepas 
sobre la colonización de O157:H7 en el intestino bovino. 
Con el objetivo de proponer un modelo de colonización experimental por Escherichia 
coli O157:H7 se propuso, por un lado, evaluar la influencia de la dosis de inoculación 
intragástrica de EHEC O157:H7 en la magnitud y duración de la excreción de la bacteria 
en terneros, y analizar la influencia de los anticuerpos específicos preexistentes en la 
excreción frente al desafío experimental. Por otro lado, se analizó la influencia de 
cepas STEC no O157 sobre la colonización de E. coli O157:H7 tanto in vitro como in 
vivo. Para cumplir con este objetivo se realizaron 2 ensayos en bovinos, según se 
describe a continuación. 
 
IV.2.1 Ensayo I: selección de una dosis de inoculación experimental con E. coli 
O157:H7 y análisis de la influencia de anticuerpos previos  en la colonización. 
 
IV.2.1.1 Metodología 
 
Para realizar este ensayo se seleccionaron 9 terneros macho de raza Holando-
Argentino de 3 a 4 meses de edad, teniendo en cuenta la ausencia de E. coli O157:H7 
en hisopado de unión recto-anal y con niveles variables de anticuerpos IgG contra 
IntiminaγC280 y EspB. Los terneros fueron adquiridos en un tambo comercial de la 
provincia de Buenos Aires y trasladados a los establos de Bioseguridad nivel 2 del 
Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agronómicas (CICVyA) del 
Instituto de Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), donde permanecieron 
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durante 1 semana previo al comienzo del ensayo para su aclimatación con libre acceso 
al agua y pellet de alfalfa. Los animales recibieron tratamiento profiláctico para el 
control de nematodes intestinales con Ivermectina 1%. 
Pasado el período de aclimatación, los animales fueron divididos en dos grupos e 
inoculados por vía intragástrica con 2 dosis diferentes de E. coli O157:H7 438/99. El 
Grupo 1 (n=5) fue desafiado con 108 UFC, mientras que el Grupo 2 (n=4) recibió 1010 
UFC en una dosis única en 15 mL de PBS estéril.  
La cepa empleada es parte de la colección del Instituto de Patobiología del CICVyA y 
proviene de un bovino sano de un tambo de la provincia de Buenos Aires con 
resistencia natural a ácido nalidixico. Además, esta cepa posee los genes que codifican 
para enterohemolisina, Intiminaγ, EspA, EspB, Stx2 y el plásmido O157, entre otros.   
Cabe destacar que dentro de un mismo grupo de inoculación, los animales 
presentaban distintos niveles de anticuerpos específicos previos, y su influencia en la 
colonización será analizada más adelante.  
Para monitorear la excreción de la cepa inoculada, se tomaron muestras de HRA los 
días 0, 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 24 y 28 después del desafío (dpc), que fueron sembradas 
en las diluciones apropiadas para recuento directo o, en caso de que el recuento fuera 
negativo, sometidas a enriquecimiento y separación inmunomagnética, según se 
describe en Materiales y Métodos.  Para la cuantificación de la excreción, se consideró 
el valor obtenido del recuento directo como UFC/hisopo o, en el caso de que las SIM 
hayan sido positivas, un valor de 10 UFC/hisopo. 
Por otro lado, se tomaron muestras de suero los días 0, 8, 17 y 28 dpc para evaluar la 
presencia de anticuerpos específicos mediante ELISA indirecto. Finalmente, se realizó 
la necropsia al día 28 y se tomaron muestras de íleon, ciego y unión recto-anal para 
analizar la presencia de la bacteria tanto por cultivo como por imunohistoquímica, 
como así también de anticuerpos en la mucosa y la observación de las consecuencias 
fisiopatológicas e inflamatoria de la infección. 
Un animal perteneciente al Grupo 2 fue eutanasiado al día 20 después del desafío, de 
acuerdo a los estándares del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales 
de Experimentación (CICUAE) de INTA. 
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Los datos analizados fueron la excreción de la bacteria y los niveles de anticuerpos. 
Ambas variables fueron transformadas usando los procedimientos descriptos por Box y 
Cox229 para alcanzar la normalidad. Los parámetros de transformación fueron 
obtenidos a partir de la búsqueda en el intervalo abierto (−0.95, 0.95) y las variables 
resultantes fueron analizadas empleando un modelo lineal de medidas repetidas230. La 
variable que describe la excreción es la UFC transformada (UFCT) y los parámetros 
incluidos en el modelo fueron la dosis de E. coli O157:H7 (como variable clasificatoria 
con dos niveles: 108 y 1010 UFC), el valor inicial de anticuerpos IgG específicos (0 dpc) 
anidados con la dosis y un término lineal para la covariable día de medida 
interactuando con la dosis, de manera de considerar las variaciones en el tiempo para 
cada tratamiento. La estructura de dependencia de las medidas repetidas para cada 
animal y dosis fue modelada con una matriz de covarianza Gaussiana. El área bajo la 
curva (AUC) fue obtenida usando funciones lineales estimables231. La hipótesis de 
interés fue si al ABC de las diferentes dosis fue diferente para los tiempos 14 y 28 dpc, 
incluyendo y excluyendo el efecto de los anticuerpos previos. Los grados de libertad 
fueron corregidos según el procedimiento de Kenward y Roger232 para todas las 
pruebas de hipótesis y valores menores a 0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. 
Las diferencias en los niveles de anticuerpos fueron evaluadas ya sea por contrastes 
estimables o diferencias en la media de cuadrados mínimos231. 
Todos los análisis estadísticos fueron realizados empleando el software SAS, versión 
9.2 (SAS, 2013). 
 
IV.2.1.2 Resultados y Discusión 
 
La dinámica de excreción a partir de la presencia de E. coli O157:H7 en hisopado de 
unión recto-anal fue monitoreada durante 28 días post desafío y se muestra en la 
figura 10.  
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Figura 10: log UFC/hisopo media excretada por los terneros desafiados con 108 (Grupo 
1) y 1010 (Grupo 2) UFC a lo largo de los 28 días de muestreo post desafío ± EEM. 
 
El análisis de la relación entre dosis de inoculación y excreción se realizó según el 
procedimiento estadístico descripto más arriba para ambos grupos de inoculación y 
sus resultados se muestran en las tablas 3 y 4. 
Todos los efectos y las covariables mostraron un efecto significativo sobre la variable 
UFC transformada, a excepción de los anticuerpos preexistentes contra EspB. El Grupo 
2 (1010 UFC) presentó mayor UFCT que el Grupo 1 (108 UFC) y con respecto a la 
covariable anticuerpos anti IntiminaγC280 (dosis), a mayor nivel de anticuerpos menor 
valor de UFCT. Finalmente, el término lineal día x dosis demostró una disminución de 
las UFCT con el paso del tiempo. 
 
Efecto Numerador Denominador F-value Pr < F 
Dosis 2 36.4 57.63 < 0.0001 
Anticuerpos anti 
IntiminaγC280 
(dosis) 
2 33.5 8.58 0.0010 
Anticuerpos anti 
EspB (dosis) 
2 35.4 0.72 0.4944 
Día × Dosis 2 40.4 16.77 < 0.0001 
 
Tabla 3: prueba de los efectos en el modelo de UFC transformadas 
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Los resultados del análisis de las AUC (Tabla 4) indican que hubo una diferencia 
estadísticamente significativa en la excreción entre ambos grupos de inoculación,  
siendo el grupo que recibió la dosis mayor el que presentó mayor excreción, tanto para 
los 14 como para los 28 días post desafío. Cuando se tuvieron en cuenta los 
anticuerpos previos contra IntiminaγC280, esta diferencia se hace aún más 
pronunciada según puede observarse en los p-value de la tabla 4.  
 
Hipótesis nula 
Nivel de anticuerpos 
anti IntiminaγC280 
considerados 
Día 
Resultado de la 
estimación 
P-value 
AUC 1 = AUC2 No 14 AUC 1 < AUC 2 0.0069 
AUC 1 = AUC2 Si 14 AUC 1 < AUC 2 0.0056 
AUC 1 = AUC2 No 28 AUC 1 < AUC2 0.0209 
AUC 1 = AUC2 Si 28 AUC 1 < AUC2 0.0185 
 
Tabla 4: prueba de hipótesis sobre las AUC para las diferentes dosis de inoculación y a 
diferentes tiempos.  
 
Un animal de cada grupo continúo excretando la bacteria  hasta el día de la necropsia y 
la cepa inoculada pudo ser aislada por cultivo directo de la unión recto-anal. Asimismo, 
pudo ser identificada por inmunohistoquímica empleando un anticuerpo contra el 
antígeno O157 (Figura 11). 
 
Figura 11: Inmunodetección de E. coli O157:H7 en el epitelio de la unión recto-anal de 
un animal del Grupo 2 al día de la necropsia, mediante marcación con anticuerpo anti 
O157 y revelado con peroxidasa, observado al microscopio óptico en  A: 14X; B: 20X. 
B A 
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Con el fin de cuantificar la respuesta inmune generada producto de la colonización y, 
teniendo en cuenta las diferentes dosis de inoculación, los anticuerpos específicos de 
los isotipos IgG e IgA fueron evaluados mediante un ELISA indirecto. Los resultados se 
muestran en las Figuras 12 y 13. 
 
 
Figura 12: IgG (a) e IgA (b) séricos anti IntiminaγC280 a distintos tiempos post desafío 
con 108 (Grupo 1) y 1010 (Grupo 2) UFC de E. coli O157:H7. Los resultados se expresan 
como DO405 media ± EEM. 
 
 
 
Figura 13: IgG (a) e IgA (b) séricos anti EspB a distintos tiempos post desafío con 108 
(Grupo 1) y 1010 (Grupo 2) UFC de E. coli O157:H7. Los resultados se expresan como 
DO405 media ± EEM. 
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Como se observa en las figuras 12 y 13, el nivel de anticuerpos en suero de isotipo IgG 
fue más elevado que el de IgA para los dos antígenos evaluados. Por otro lado, se 
obtuvieron valores de DO405 para IgG superiores contra EspB que contra 
IntiminaγC280, siendo éstos muy similares en ambos grupos de inoculación. 
No fue posible detectar una respuesta específica de isotipo IgA contra ninguno de los 
dos antígenos en el grupo que recibió la dosis de inoculación más alta, mientras que las 
DO405 para este isotipo se incrementaron levemente en los animales del Grupo 1, a 
pesar de que estas diferencias no fueron estadísticamente significativas. Con respecto 
a la respuesta en mucosas (Figura 14), IgG resultó significativamente más elevada que 
IgA contra los dos antígenos, tanto en el Grupo 1 como en el Grupo 2, y en los tres 
segmentos intestinales evaluados. 
Tanto IgG como IgA contra EspB fueron significativamente más elevados en unión 
recto-anal y ciego del Grupo 2 respecto del Grupo 1, mientras que para IntiminaγC280 
no se observaron diferencias. 
  
 
Figura 14: anticuerpos IgG e IgA en mucosas contra EspB e IntiminaγC280 en terneros 
desafiados con 108 (Grupo 1) o 1010 (Grupo 2) UFC de E. coli O157:H7. Los resultados se 
expresan como DO405 media ± EEM. 
 
A través de este ensayo ha sido posible demostrar una diferencia estadísticamente 
significativa en las áreas bajo las curvas de excreción entre las dos dosis de inoculación 
empleadas, tanto para los 14 como los 28 días post desafío, siendo el grupo que 
recibió la dosis menor el que presentó menor excreción. Esto sugiere una relación 
entre la dosis de desafío y la colonización intestinal bovina. Además, teniendo en 
cuenta el nivel de anticuerpos previos contra la fracción carboxilo-terminal de 
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Intimina-γ esta diferencia se hace aún más significativa, lo que sugiere que su 
presencia reduciría, al menos parcialmente, la colonización.  
La respuesta inmune a este antígeno ha sido previamente descripta en bovino como 
en otras especies 233–235, tanto frente a infecciones naturales121 como 
experimentales176 y en ensayos de vacunación127,177. Los anticuerpos obtenidos 
presentaron propiedades  neutralizantes de la adherencia y colonización epitelial de E. 
coli O157:H7 in vitro 236,237, e in vivo serían capaces de reducir su excreción luego del 
desafío experimental, a pesar de que la respuesta no es completamente 
protectora127,131. Estos resultados coinciden con lo observado en este ensayo respecto 
de la influencia de anticuerpos contra Intimina en la colonización.  
Durante este estudio no observamos un aumento significativo de los anticuerpos 
séricos contra los antígenos evaluados, a pesar de que esto ha sido ampliamente 
reportado en la bibliografía. La infección experimental tanto de terneros como de 
bovinos adultos ya sea por vía oral, intrarruminal o intrarrectal es capaz de  generar 
anticuerpos contra una variedad de antígenos tales como Stx1, Stx2, O157 LPS, 
flagelina H7, Intimina, Tir, EspA, EspB, y EspD114,126,131. Por otro lado, no se detectó 
respuesta humoral de isotipo IgA contra ninguno de los dos antígenos en el grupo que 
recibió la dosis mayor de inoculación, mientras que en el Grupo 1 se incrementó 
levemente luego de la inoculación, a pesar de que este aumento no es 
estadísticamente significativo. Naylor y colaboradores131 han demostrado el descenso 
de anticuerpos IgA séricos contra antígenos de EHEC involucrados en la colonización, 
tales como EspB, luego de desafíos experimentales repetidos en terneros jóvenes, 
sugiriendo que estos anticuerpos estarían participando en la eliminación de la 
infección y consumiéndose en respuesta a la colonización.  
En concordancia con estas observaciones, en la mucosa de la unión recto-anal y el 
ciego de los terneros del Grupo 2 fueron detectados niveles significativamente más 
elevados de anticuerpos IgG e IgA contra EspB. 
Dado que en nuestro país ha sido recientemente reportada la circulación de cepas 
hipervirulentas, fundamentalmente de clado 8107,110, resultaría interesante evaluar la 
dinámica de excreción de animales desafiados con estas cepas.  
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IV.2.2 Ensayo II: análisis de la capacidad de la influencia de cepas STEC no 
O157 sobre la colonización de Escherichia coli O157:H7 in  vitro e in vivo. 
 
IV.2.2.1 Metodología 
 
Con el fin de analizar el efecto de la presencia de otras STEC no O157 en unión recto-
anal bovina en la colonización de Escherichia coli O157:H7, se realizaron la siguiente 
serie de experimentos: 
 
I. Aislamiento e identificación de cepas STEC no O157 de unión recto-anal 
bovina 
 
Muestras de HRA fueron tomadas de terneros macho de la raza Holando-Argentino de 
un tambo de la provincia de Buenos Aires. Dichas muestras fueron enriquecidas 
durante toda la noche en TSB y posteriormente estriadas en placas de SMAC. La zona 
confluente de crecimiento fue analizada empleando la PCR multiplex para stx1, stx2, 
eae y O157rbf. Este procedimiento se realizó 4 veces consecutivas en los mismos 
animales. En aquellos animales positivos para stx1 y/o stx2 pero no a eae ni O157 en al 
menos dos muestreos, la zona de confluencia fue re-aislada para obtener colonias 
individuales que fueron confirmadas como Escherichia coli por pruebas bioquímicas189.  
 
II. Caracterización de las cepas aisladas (serotipo, factores de virulencia, 
resistencia a antibióticos, perfiles de electroforesis en gel de campo pulsado 
(PFGE), curvas de crecimiento, capacidad de formar biofilm, producción de 
toxinas Shiga). 
 
Las cepas aisladas fueron serotipificadas a través de la técnica de microaglutinación 
empleando antisueros contra antígenos somáticos y flagelares, provistos por el Statens 
Serum Institute (Copenhagen, Denmark), según Ørskov y Ørskov (1984). La 
serotipificación fue realizada en el Servicio de Fisiopatogenia del INEI-ANLIS “Dr. Carlos 
G. Malbran”.  
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La presencia de los genes para diversos factores de virulencia fue analizada por PCR, 
además de los genes para las toxinas Shiga 1 y 2. También se evaluó su resistencia a 
antibióticos empleando la técnica de difusión en disco y se realizó PFGE para analizar 
relaciones clonales entre las cepas. Por otro lado se estudió la capacidad de las mismas 
de formar biofilm sobre superficies abióticas, como así también su velocidad de 
crecimiento, en relación a la cepa O157:H7 438/99, y su capacidad de producir toxinas 
Shiga. Todas estas técnicas están descriptas más detalladamente en la sección 
Materiales y Métodos.  
 
III. Análisis de la capacidad de adherencia in vitro 
 
Para evaluar la capacidad de las cepas aisladas de adherirse a células en cultivo, se 
utilizaron las líneas celulares Hela (ATCC-CCL2) y Caco-2 (ATCC-HTB-37). Estos ensayos 
se realizaron utilizando las cepas puras, y mezclas de ellas para evaluar el efecto frente 
a E. coli O157:H7. 
 
IV. Análisis del efecto de la colonización con cepas STEC no O157 sobre la 
excreción de E. coli O157:H7 in vivo 
 
Este ensayo fue realizado en terneros macho (n=4) de la raza Holando-Argentino de 3 
meses de edad. Los animales fueron seleccionados en base a la ausencia de E. coli 
O157:H7 como de otras STEC en HRA, y de anticuerpos previos contra IntiminaγC280. 
Los animales fueron adquiridos en un tambo comercial de la provincia de Buenos Aires 
y trasladados a los establos de Bioseguridad nivel 2 del Centro de Investigaciones en 
Ciencias Veterinarias y Agronómicas (CICVyA) del Instituto de Nacional de Tecnología 
Agropecuaria (INTA), donde permanecieron durante 1 semana previo al comienzo del 
ensayo para su aclimatación con libre acceso al agua y pellet de alfalfa. 
Pasado este período, los terneros fueron divididos en dos grupos: el Grupo STEC fue 
inoculado por vía intragástrica con 108 UFC de una mezcla de las cepas STEC no O157 
aisladas, y 2 días más tarde recibió 108 UFC de E. coli O157:H7 438/99 por la misma vía. 
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Por otro lado, el grupo O157 sólo recibió el segundo inóculo al mismo tiempo que los 
otros dos animales, y representa el control positivo. 
La magnitud de la excreción fecal de E. coli O157:H7 fue monitoreada en HRA, según se 
describe en el ensayo I de este mismo capítulo. Los HRA fueron recolectados en los 
días -2, 0, 2, 4, 6, 9, 12 y 15 después del desafío con 438/99. Para analizar la excreción, 
los datos fueron transformados para obtener normalidad usando la transformación 
Seno Hiperbólico Inverso. El modelo de análisis incluyó los tratamientos como efectos 
fijos y el tiempo como variable de regresión. Las medidas repetidas fueron ajustadas 
con una estructura de covarianza heterogénea AR(1).  
 
IV.2.2.2 Resultados y Discusión 
 
3 cepas STEC no O157 fueron aisladas de hisopado de unión recto-anal de terneros 
macho sanos de un tambo de la provincia de Buenos Aires, colonizados 
persistentemente por STEC. Estas cepas fueron denominadas INTAIP 154, 155 y 182, 
según el animal del que fueron aisladas. Las 3 fueron serotipificadas como O22:H8 y 
presentaron resistencia a ampicilina, estreptomicina y tetraciclina. La subtipificación 
de Stx1 y Stx2 reveló que las tres cepas O22:H8 aisladas presentaron las variantes stx1c 
y stx2d.  
Se realizó una búsqueda bibliográfica para determinar los factores más 
frecuentemente identificados en cepas aisladas de bovinos, que no poseen la isla de 
patogenicidad LEE. A partir de dicha búsqueda se seleccionaron ocho nuevos genes 
(saa, sab, ehaA, lpfAO157/OI-141, lpfAO113, lpfAO157/OI-154, toxB, iha) para su 
pesquisa por PCR, además de otros factores para los que ya se contaba PCR en el 
laboratorio. Dichos factores de virulencia son marcadores de E. coli Extraintestinal 
entre los que se encuentran los genes para el factor necrotizante citotóxico II, factor 
necrotizante citotóxico I, toxina distensora  citoletal III, toxina distensora citoletal IV, 
aerobactina, adhesina fimbrial, pili asociado a pielonefritis, adhesina afimbrial VIII, F17, 
F5, F41, enterotoxina termoestable y hemolisina  (ver cita). Ninguno de los factores de 
ExPEC fue detectado, mientras que las tres O22:H8 resultaron positivas para el 
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homólogo a la adhesina regulada por hierro (iha), el autotransportador EHEC (ehaA) y 
la fimbria polar O113 (lpfO113). 
Con respecto a los patrones de PFGE las cepas 154, 155 y 182 generaron dos nuevos 
patrones (no existentes en la base de datos nacional) de XbaI-PFGE denominados 
AREZJX01.0022 y AREZJX01.0023, respectivamente. Estos patrones están altamente 
relacionados (94,74% de similitud) presentado diferencias únicamente en dos bandas 
(figura 15).  
 
 
Figura 15: patrones de restricción de las cepas O22:H8 aisladas 
 
Con el fin de comparar el comportamiento de las cepas O22:H8 con respecto a E. coli 
O157:H7, se realizaron una serie de ensayos in vitro que incluyen curvas de 
crecimiento, capacidad de adherencia a líneas celulares, citotoxicidad de Stx en células 
Vero y capacidad de formación de biofilm. 
Las curvas de crecimiento de observan en la Figura 16. Las cepas O22:H8 presentaron 
una tasa de crecimiento estadísticamente superior a E. coli O157:H7 438/99 en la fase 
exponencial de crecimiento (de 1 a 5 hs). Sin embargo, no se observaron diferencias 
entre las tres cepas O22:H8. 
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Figura 16: curva de crecimiento durante 24 horas de las tres cepas O22:H8 y 438/99. 
Los resultados se expresan como logDO600 media ± EEM en función del tiempo, de tres 
ensayos independientes. 
 
Por otro lado, se evaluó la capacidad de las cepas de formar biofilm sobre superficies 
abióticas en medio TSB y DMEM suplementado con glucosa. Los resultados se 
observan en la Figura 17. La formación de biofilm por las cepas O22:H8 resultó 
significativamente mayor que la de la cepa 438/99 en ambos medios. No se 
observaron diferencias significativas entre 155 y 182 y entre 154 y 182 en DMEM, 
mientras que en TSB todas las diferencias fueron significativas, excepto 154 con 155. 
De acuerdo a los criterios de Stepanovic y col (2007)193, las tres cepas O22:H8 fueron 
consideradas moderadas formadoras de biofilm en DMEM. En TSB, 154 y 155 fueron 
consideradas fuertes formadoras de biofilm y 182, moderada. E. coli O157:H7 438/99 
resultó débil y moderada, respectivamente.  
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Figura 17: formación de biofilm por las cepas O22:H8 y 438/99 en DMEM y TSB. Los 
resultados se expresan como DO540 media ± EEM. 
 
Para verificar que las cepas O22:H8 no tuvieran un efecto inhibitorio sobre el 
crecimiento de E. coli O157:H7 se realizó en ensayo de spot-on-lawn, donde la cepa 
438/99 fue sembrada sobre la superficie de una placa de TSA y posteriormente 20 µL 
0,5 escala McFarland de cada cepa O22:H8 fue inoculado sobre la placa. La incapacidad 
de estas últimas de interferir con el crecimiento de O157:H7 se evidenció en la 
ausencia de zonas de inhibición. 
La adherencia a las líneas celulares epiteliales HeLa (adenocarcinoma de cuello uterino 
humano) y CaCo-2 (adenocarcinoma colorectal humano) fue evaluado para las tres 
STEC O22:H8 y comparado con E. coli O157:H7 438/99. Los resultados se muestran en 
la Figura 18.  
 
 
Figura 18: Adherencia de cepas O22:H8 (154-155-182) y O157:H7 (438/99) en células 
A) HeLa  y B) Caco-2. Los resultados se expresan como UFC ± EEM. 
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La adherencia in vitro de las cepas O22:H8 resultó estadísticamente superior que la de 
la cepa O157:H7 en la línea celular HeLa, siendo la cepa 154 la que presentó mayor 
adherencia. En cambio, en Caco-2, 154 fue el único de los tres aislamientos de O22:H8 
que mostró un fenotipo más adherente respecto de 438/99. La adherencia de 155 y 
182 resultó similar a la de E. coli O157:H7.  
En ensayos de competición, es decir, co-incubando en una relación 1:1 la mezcla de las 
tres STEC O22:H8 con 438/99, significativamente mayor cantidad de UFC de las cepas 
O22:H8 fueron recuperadas. Los resultados pueden observarse en la Figura 19. 
  
 
Figura 19: Adherencia de cepas O22:H8 (154, 155 y 182) y O157:H7 (438/99) en células 
A) HeLa  y B) Caco-2, luego del co-cultivo. Los resultados se expresan como UFC/mL ± 
EEM. 
Con respecto a la producción de toxinas Shiga, los sobrenadantes de las tres STEC 
O22:H8 resultaron tóxicos sobre células Vero, aunque su citotoxicidad fue menor que 
la de la cepa O157:H7 438/99. Sin embargo, cuando el sobrenadante fue previamente 
incubado con mucus intestinal murino, la citotoxicidad aumentó significativamente 
incrementando la DC50 de 15 a 95 veces (ver figura 20  y tabla 5). 
 
Cepa 
DC50 x 10
2 
DC50 mucus/DC50 control 
mucus control 
O22:H8 154 10 0,11 91 
O22:H8 155 10,5 0,11 95 
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O22:H8 182 22 1,5 15 
O157:H7 438/99 2 2 1 
 
Tabla 5: Citotoxicidad de sobrenadantes de cultivo de cepas STEC luego de la 
incubación con mucus intestinal murino (mucus) comparado con la citotoxicidad de los 
sobrenadantes sin mucus (control). 
 
 
Figura 20: citotoxicidad sobre células Vero de los sobrenadantes de las tres cepas 
O22:H8 y la cepa O157:H7 439/99, sin incubar e incubado (m) con mucus intestinal 
murino. 
 
Con el objetivo de verificar si la infección previa con las cepas O22:H8 podría interferir 
en la colonización de E. coli O157:H7 luego del desafío experimental en terneros, se 
realizó el ensayo que se describe en la sección Metodología. El análisis estadístico de la 
excreción se realizó empleando un modelo lineal de medidas repetidas del programa 
SAS que incluyó como efectos fijos los tratamientos y el tiempo como variable de 
regresión.  Los tratamientos fueron significativamente diferentes (p<0,0001), mientras 
que el tiempo fue significativo (p=0,0209) y de signo negativo, lo que indica una 
tendencia decreciente a medida que pasa el tiempo. La diferencia entre ambos grupos 
fue significativa, siendo el grupo desafiado previamente con las cepas O22:H8 el que 
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presentó menor excreción de E. coli O157:H7, respecto del grupo desafiado 
únicamente con esta última. La dinámica de la excreción se observa en la Figura 21. 
 
 
 
Figura 21: Excreción de E. coli O157:H7 en terneros desafiados previamente con la 
mezcla de las tres STEC O22:H8 (O22:H8) y el grupo control. Los resultados se expresan 
como Log UFC/Hisopo ± EEM. 
 
Según los resultados obtenidos en este trabajo, tres cepas de STEC O22:H8 fueron 
aisladas de URA de terneros macho persistentemente colonizados por cepas de E. coli 
productoras de toxina Shiga. Debido a que los aislamientos utilizados en este trabajo 
fueron obtenidos de solo uno de los cuatro muestreos realizados, no es posible 
asegurar que se trate de la misma cepa a lo largo del tiempo. Por otro lado, tampoco 
es posible descartar la presencia de otros serotipos de STEC no O157 en los animales 
muestreados. 
El serotipo O22:H8 ha sido previamente aislado de ganado bovino en diversos 
países91,238–242. Este serotipo ha sido previamente asociado a excreción prolongada por 
un período de 12 meses en vacas lecheras, hecho que demuestra que estas cepas 
pueden colonizar persistentemente el ganado bovino243, tal como se observara en este 
trabajo tanto en los ensayos in vitro como in vivo. En Argentina, se ha reportado su 
presencia en ganado bovino244, en carne y hamburguesas245, en productos derivados 
de la industria avícola246 e incluso de un gato doméstico247, lo que sugiere que este 
serotipo posee amplia distribución y se encuentra circulando en nuestro país. 
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De acuerdo al análisis de PFGE, los tres aislamientos presentaron un 94% de similitud 
en sus patrones de macrorrestricción lo que demuestra que, a pesar de ser muy 
similares, existen algunas diferencias entre ellas tal como se observa en su 
comportamiento en los ensayos in vitro.  
En las tres cepas O2:H8 aisladas, la presencia del subtipo stx2d fue detectado por PCR 
y su síntesis y actividad citotóxica in vitro fue demostrada luego de la incubación con 
mucus intestinal murino. Este subtipo ha sido previamente descripto en aislamientos 
eae negativos altamente patogénicos, por lo que esta toxina podría cumplir un rol 
importante en la patogénesis de estas cepas248. Asimismo, Stx2d ha sido reportada en 
cepas O22:H8 aisladas de carne picada, carne bovina y de cerdo, y leche249,250.  
A pesar de que estos aislamientos poseen la toxina stx2d, asociada con enfermedad 
severa junto con stx2a y stx2c, otros factores de virulencia son requeridos, además de 
la toxina, ya que STEC que produzcan toxina Shiga sin un factor de adherencia 
improbablemente provocaran enfermedad. Como se mencionara previamente, las 
cepas aisladas no poseen la isla de patogenicidad LEE por lo que la presencia de otras 
adhesinas diferentes a Intimina, explicaría su capacidad de adherencia in vitro. En los 
tres aislamientos fueron identificados factores de virulencia asociados a la adhesión y 
formación de biofilm. EhaA ha sido descripto recientemente como una proteína 
autotransportadora de E. coli enterohemorrágica O157:H7 y otros serotipos de STEC, 
que promueve la formación de biofilm y la colonización251. Por otro lado, la adhesina 
homóloga regulada por hierro (Iha) ha sido propuesta como una novedosa adhesina 
utilizada por cepas STEC LEE negativas en lugar de Intimina252, como así también la 
adhesina fimbrial LpfAO113. Esta última es el único factor de virulencia encontrado en 
las cepas O22:H8 que no está presente en E. coli O157:H7 438/99, por lo que podría 
atribuírsele la mayor adherencia observada in vitro.   
La presencia de otras adhesinas frecuentemente identificadas en cepas que no poseen  
Intimina fueron evaluadas tales como Saa, la adhesina autoaglutinante de STEC, como 
así también las toxinas Subtilasa y Enterohemolisina, a pesar de que su rol en la 
patogénesis no se conoce con claridad. Ninguna de ellas fue amplificadas por PCR en 
las tres cepas aisladas en este trabajo. La presencia de los genes detectados por PCR 
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fue corroborada posteriormente por secuenciación de genoma completo de la cepa 
INTAIP 154. 
Si bien este serotipo parece encontrarse frecuentemente en el ganado bovino como en 
sus productos derivados (carne picada, leche), no ha sido frecuentemente aislado de 
casos de enfermedad en humanos. En nuestro país, existe un único aislamiento de 
O22:H8 de un caso de diarrea en 2015, cuyo patrón de PFGE difiere fuertemente de los 
de las cepas estudiadas en este ensayo. 
Estos resultados sugieren que E. coli O22:H8 se encuentra circulando en el ganado 
bovino de nuestro país, tal como ha sido previamente reportado en la bibliografía. 
Según hemos demostrado, estas cepas son capaces de interferir con la adherencia de 
E. coli O157:H7 tanto in vitro como in vivo. Los mecanismos involucrados en esta 
interferencia deben ser estudiados más en profundidad pero, hasta el momento,  
hemos comprobado que estas cepas tienen ventajas competitivas respecto de E. coli 
O157:H7 438/99 debido a su mayor capacidad de formar biofilm, una tasa de 
crecimiento más elevada y la presencia de adhesinas diferentes a Intimina. La 
búsqueda de nuevas adhesinas y otros factores involucrados en la colonización se 
encuentra en curso a partir de la secuenciación de genoma completo de la cepa 154. 
A pesar de que el estudio de otros serotipos de STEC no O157 en su interacción con 
O157:H7 excede los objetivos de esta tesis, no se descarta que el efecto inhibitorio 
observado para O22:H8 pueda ser reproducido por otros serotipos, o incluso que 
existan otros tipos de interacción tales como la sinergia.  
Según se mencionara, el efecto de la presencia de STEC no O157 sobre la colonización 
de E. coli O157:H7 no había sido explorada previamente, por lo que este estudio 
representa un aporte al conocimiento de la multiplicidad de factores involucrados en 
la colonización de STEC en la unión recto-anal bovina.  
 
IV.3 Conclusiones 
 
A lo largo de este capítulo se ha descripto, por un lado el efecto de la dosis de 
inoculación intragástrica de terneros con E. coli O157:H7 y la influencia de la presencia 
de anticuerpos previos contra el SST3 en la colonización en unión recto-anal. Por el 
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otro, se ha analizado el efecto inhibitorio de la colonización previa con E. coli O22:H8 
sobre O157:H7. 
Es por todo lo expuesto que se establece un modelo de colonización experimental de 
terneros por E. coli O157:H7, aplicando los siguientes criterios de selección de 
animales: 
 La ausencia de anticuerpos séricos previos contra IntiminaC280 (DO menor a 
0,2 en las condiciones evaluadas en este trabajo). 
 La ausencia de STEC no O157 en hisopados de unión recto-anal 
 Una dosis de inoculación de 109 UFC 
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V.  Inmunización de terneros 
con proteínas recombinantes 
de E. coli O157:H7. 
Propiedades funcionales de 
los sueros in vitro 
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V.1 Introducción 
 
Según se mencionara previamente, el ganado bovino es el principal portador de STEC y 
su excreción en materia fecal es fuente de contaminación de agua, vegetales y otras 
especies animales253. Es por ello que la aplicación de una estrategia que reduzca la 
colonización del bovino, reduciría la diseminación del patógeno en el ambiente y por lo 
tanto, el riesgo de infección humana.  
Dentro de las estrategias pre-faena investigadas, la vacunación ha mostrado resultados 
prometedores254, siendo algunas formulaciones capaces de reducir la excreción fecal 
de E. coli O157:H7127,168,171,177,255, mientras que otras no mostraron efectos 
significativos en la reducción de la excreción178,179.  Diversos estudios de vacunación se 
han llevado a cabo, ya sea empleando antígenos de composición indefinida como 
extractos o sobrenadantes bacterianos174, como así también proteínas específicas 
involucradas en la colonización o supervivencia del patógeno en el tracto digestivo  
bovino. Entre estas últimas, se incluyen componentes del SST3 tales como Intimina, 
Tir, EspB, Esp, EspD y la flagelina H7, entre otros127,177,180,182. La colonización ha sido 
evaluada tanto frente a desafíos experimentales como en condiciones de transmisión 
naturales y, en los casos en que una reducción en la excreción fue observada, la 
protección conferida por estas vacunas no fue total. 
A pesar de que se han realizado avances importantes en el desarrollo de inmunógenos 
para el ganado bovino, según se expresara previamente, estas vacunas han estado 
dirigidas a subpoblaciones particulares de E. coli, por ejemplo contra O157:H7 o contra 
cepas LEE (+), de acuerdo al antígeno empleado, y no proveen protección contra otros 
serotipos256. Dado que las toxinas Shiga son el único factor de virulencia común entre 
las cepas STEC257, su inclusión en una vacuna podría brindar protección cruzada contra 
distintos serotipos de STEC. 
Por otro lado, ha sido demostrado un efecto inmunosupresor mediado por las toxinas 
Shiga126,143,258 en los linfocitos tanto periféricos como intraepiteliales de mucosa 
intestinal in vivo e in vitro, que suprimen el desarrollo de una respuesta inmune celular 
antígeno-específica en el bovino. Este efecto podría ser provocado por la inhibición de 
la activación celular mediada por Interferón γ144, favoreciendo así la colonización 
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intestinal por E. coli O157:H7. También ha sido descripta la capacidad de Stx2 de 
potenciar la expresión superficial de nucleolina, receptor alternativo de Intimina, en 
células eucariotas145. Según estos antecedentes, las toxinas Shiga actuarían a nivel del 
epitelio intestinal bovino a través de dos mecanismos: por un lado, suprimiendo la 
respuesta inmune específica y por el otro, favoreciendo la colonización a través de la 
promoción de la adherencia. Estas características la convierten en un  vacunal 
prometedor, ya que su neutralización permitiría una mayor eficacia de las vacunas.  
Nuestro grupo de trabajo comenzó a evaluar a Stx2 como posible candidato, 
inmunizando vacas gestantes con Stx2 WT inactivada por calor, junto con EspA, EspB e 
Intimina. Estos animales presentaron elevado título de anticuerpos contra los 
antígenos del SST3 en suero y calostro, que fueron eficientemente transferidos a sus 
terneros. Asimismo, se observó actividad neutralizante de la citotoxicidad de Stx2 in 
vitro en el calostro de las madres vacunadas y en el suero de los  terneros alimentados 
con calostro proveniente de madres vacunadas, lo que sugiere que la inmunización con 
este antígeno genera anticuerpos funcionales182. 
Recientemente, Kerner y colaboradores181 han descripto un nuevo inmunógeno que 
consiste en los toxoides de Stx1 y Stx2, obtenidas en forma recombinante tras la 
mutagénesis de su sitio activo. Los terneros vacunados con dicho inmunógeno 
desarrollaron anticuerpos específicos capaces de reconocer a las toxinas WT y de 
neutralizar su citotoxicidad sobre células Vero. Esta evidencia sugiere que la 
inmunización de ganado bovino con las toxinas Shiga en su forma atóxica, es capaz de 
generar una respuesta humoral específica y neutralizante. 
Teniendo en cuenta que Stx2 está asociada a las cepas más virulentas de STEC32 y es 
también la más frecuentemente identificada en las cepas STEC de origen  bovino de 
nuestro país94,259,260, se propone su evaluación como antígeno en un modelo de 
inmunización previamente ensayado con IntiminaγC280 y EspB. Para ello, se propone 
emplear la quimera obtenida de la fusión entre la subunidad B de Stx2 y la Lumazina 
Sintasa de Brucella spp (BLS), cedida gentilmente por el Laboratorio de Inmunología y 
Microbiología Molecular de la Fundación Instituto Leloir.  
Esta construcción ha sido evaluada previamente en el modelo murino, habiéndose 
obtenido elevados títulos de anticuerpos capaces de proteger a ratones frente al 
89 
 
desafío con una dosis letal de Stx2 Asimismo, la transferencia pasiva de suero obtenido 
de ratones inmunizados con esta quimera, protegió del daño renal e incluso al muerte, 
a ratones desafiados con una cepa de E. coli O157:H7 proveniente de un caso de 
HUS261. Por otro lado, la inmunización de ratonas preñadas con la quimera indujo la 
transferencia de inmunidad pasiva a sus crías, las cuales fueron también protegidas de 
los efectos de Stx2, tras la inoculación intragástrica con E. coli O157:H7262. 
 
V.2 Metodología 
 
Con el fin de evaluar la respuesta inmune generada frente a la inmunización con las 
proteínas de E. coli O157:H7 mencionadas previamente, expresadas en forma 
recombinante, se seleccionaron 18 terneros macho de raza Holando-Argentino de 3 a 
4 meses de edad, teniendo en cuenta la ausencia de E. coli O157:H7 en hisopado de 
unión rectoanal y de anticuerpos IgG contra IntiminaγC280. Los terneros fueron 
adquiridos en un tambo comercial de la provincia de Buenos Aires y trasladados a los 
establos de Bioseguridad nivel 2 del Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias 
y Agronómicas (CICVyA) del Instituto de Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), 
donde permanecieron durante 1 semana previo al comienzo del ensayo para su 
aclimatación. Luego de este período, los animales fueron divididos en grupos e 
inmunizados según el siguiente esquema:  
- Grupo control (n=4): PBS 
- Grupo 2 antígenos (n=6): IntiminaγC280 + EspB 
- Grupo 3 antígenos (n=6): IntiminaγC280 + EspB + BLS-Stx2B 
- Grupo Stx2B (n=2): BLS-Stx2B  
El protocolo de inmunización consistió en la administración de 2 dosis,  con un 
intervalo de  15 días entre ellas, con 100 µg de cada antígeno, por vía intramuscular en 
la tabla del cuello. IntiminaγC280 y EspB fueron preparados según se describe en 
Materiales y Métodos y la quimera BLS-Stx2B, fue cedida gentilmente por el 
Laboratorio de Inmunología y Microbiología Molecular de la Fundación Instituto Leloir.  
Para evaluar la respuesta humoral a la vacunación se tomaron muestras de sangre a 
los días 0, 9, 15 y 23 luego de comenzado el protocolo. La respuesta a IntiminaγC280 y 
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a EspB fue analizada según se describe previamente mientras que la respuesta a Stx2B 
fue evaluada empleando un ELISA modificado de Mejías y col (2013)261, utilizando 
como antígeno la subunidad B de Stx2 con un pequeño fragmento de subunidad A, 
expresada en forma recombinante en el Laboratorio de Patogénesis e Inmunología de 
Procesos Infecciosos, Instituto de Medicina Experimental (IMEX), Academia Nacional 
de Medicina. 
La funcionalidad de los anticuerpos obtenidos a través de la inmunización fue evaluada 
mediante ensayos de neutralización de la virulencia de E. coli O157:H7 in vitro. Estos 
ensayos fueron: inhibición de la adherencia a células Hep-2, inhibición de la lisis de 
glóbulos rojos ovinos y neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en células Vero. Éste 
último fue realizado en el Laboratorio de Fisiopatogenia, Departamento de Fisiología, 
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. 
 
V.3 Resultados y Discusión 
 
Con el fin de analizar la respuesta provocada por la vacunación de terneros con 
proteínas recombinantes del Sistema de Secreción de Tipo III y la subunidad B de la 
toxina Shiga 2 de E. coli O157:H7, los sueros obtenidos a distintos tiempos post 
vacunación fueron evaluados por ELISA. 
Con respecto a IntiminaγC280 y a EspB los títulos de anticuerpos IgG1 e IgG2 
específicos se muestran en la figura 22. Los títulos más elevados de ambos isotipos 
fueron obtenidos contra Intimina, aunque la respuesta contra ambos antígenos fue 
estadísticamente significativa a partir del día 15 post vacunación, comparado con el 
grupo control. Por otro lado, los títulos de IgG1 contra las dos proteínas fueron 
significativamente más elevados en el grupo que fue vacunado con 3 antígenos, 
respecto del que recibió 2 antígenos, a los 23 días de comenzado el protocolo de 
inmunización. Ni el grupo control ni el que recibió únicamente BLS-Stx2B presentó 
anticuerpos contra Intimina ni EspB. 
No se detectó respuesta específica de isotipo IgA en ninguno de los grupos 
inmunizados. 
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Figura  22: Título de IgG1 (a, c) e IgG2 (b, d) contra IntiminaγC280 (a, b) y EspB (c, d) en 
terneros vacunados con IntiminaγC280 + EspB + BLS-Stx2B (3Ag); IntiminaγC280 + EspB 
(2Ag); BLS-Stx2B y PBS (control) a diferentes tiempos post vacunación. Los resultados 
se expresan como título (inversa de la dilución)  ± EEM. * indica diferencia significativa 
respecto del control y †, respecto del grupo 2 Antígenos (p < 0.05). 
 
Con respecto a la respuesta humoral a Stx2B, solo aquellos animales inmunizados con 
el antígeno BLS-Stx2B, ya sea solo o en la formulación con los otros dos antígenos, 
presentaron un aumento significativo en el nivel de anticuerpos específicos al día 23 
post vacunación, tanto respecto del control como de su propia condición pre inmune 
(figura 23). 
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Figura 23: IgG anti Stx2B en terneros vacunados con IntiminaγC280 + EspB + BLS-Stx2B 
(3Ag); IntiminaγC280 + EspB (2Ag); BLS-Stx2B y PBS (control) a diferentes tiempos post 
vacunación. Los resultados se expresan como Densidad Óptica a 492 nm  ± EEM. * 
indica diferencia significativa respecto del control y †, respecto de la condición 
preinmune (p < 0,05).  
 
Para verificar la funcionalidad de los anticuerpos obtenidos a través de la vacunación, 
se evaluó la capacidad de los mismos de inhibir propiedades de virulencia de E. coli 
O157:H7  en los cuales están implicadas las proteínas empleadas en el protocolo de 
inmunización, mediante 3 ensayos funcionales. Estos ensayos fueron lisis de glóbulos 
rojos, como correlato de la actividad de EspB, y adherencia a células HEp-2 en la cual 
está involucrada Intimina, empleando los sueros correspondientes al día 23 post 
vacunación. Dado que el grupo inmunizado únicamente con BLS-Stx2B no presentó 
niveles significativos de anticuerpos contra IntiminaγC280 ni contra EspB, estos sueros 
no fueron evaluados en los ensayos de neutralización en donde están involucrados 
dichos factores de virulencia. Por otro lado, se analizó la citotoxicidad de Stx2 en 
células Vero en presencia de los sueros obtenidos a distintos tiempos post vacunación.  
La Figura 24 muestra los resultados del ensayo de lisis de glóbulos rojos, donde es 
posible observar que los sueros de aquellos animales que recibieron EspB en la 
formulación vacunal, presentaron una inhibición de la lisis significativamente mayor 
que el grupo control, mientras que no se observaron diferencias entre ambos grupos 
inmunizados con este antígeno.  
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Figura 24: Inhibición de hemolisis de glóbulos rojos ovinos por suero de terneros 
vacunados con IntiminaγC280 + EspB + BLS-Stx2B (3Ag); IntiminaγC280 + EspB (2Ag); 
BLS-Stx2B y PBS (control). Los resultados se expresan como % de inhibición respecto de 
la lisis provocada por la cepa de E. coli O157:H7 438/99 sin suero, expresados como la 
media de 3 ensayos independientes ± EEM. * indica diferencia significativa respecto 
del control (p < 0,05). 
 
Por otra parte, la inhibición de la adherencia de EHEC O157:H7 a células Hep-2 
también resultó significativamente mayor en los sueros de los animales inmunizados 
con 2 y 3 antígenos respecto del control, como es posible observar en la Figura 25, 
mientras que no se observaron diferencias entre la formulación que incluyó BLS-Stx2B 
y la que no la incluyó.  
 
 
 
 
Figura 25: Inhibición de la adherencia de E. coli O157:H7 a células Hep-2 en sueros de 
terneros inmunizados con IntiminaγC280 + EspB (2Ag); IntiminaγC280 + EspB + BLS-
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Stx2B (3Ag); y PBS (control). Los resultados se muestran como % de inhibición de la 
adherencia con respecto a la adherencia de la cepa EHEC 438/99 sin suero, y se 
expresan como la media ± EEM de 3 experimentos independientes. * indica diferencia 
estadísticamente significativa respecto del control (p < 0,05). 
 
Con respecto a la funcionalidad de los anticuerpos contra Stx2B, los resultados se 
observan en la Figura 26.  Tanto los sueros de los terneros inmunizados con los 3 
antígenos como con BLS-Stx2B sola indujeron una neutralización significativa de la 
citotoxicidad de Stx2, comparada con el grupo control, a partir del día 9 post 
vacunación. Por otro lado, la neutralización observada fue mayor en el suero de 
animales que recibieron únicamente la quimera BLS-Stx2B, respecto del grupo 
inmunizado con los 3 antígenos. 
 
 
Figura 26: Neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en células Vero, en sueros de 
terneros inmunizados con IntiminaγC280 + EspB (2Ag); IntiminaγC280 + EspB + BLS-
Stx2B (3Ag); BLS-Stx2B (Stx2B) y PBS (control), como % de viabilidad celular donde el 
100% representa las células incubadas en idénticas condiciones sin tratamiento con la 
toxina. Los resultados se expresan como la media ± EEM de 3 experimentos 
independientes. * indica diferencia estadísticamente significativa (p < 0,05). 
 
Según se demuestra en este capítulo, altos títulos de anticuerpos contra IntiminaγC280 
y EspB fueron obtenidos en los animales inmunizados con estos antígenos. Sin 
95 
 
embargo, aquellos terneros vacunados con la formulación que incluía también a la 
quimera BLS-Stx2B presentaron un título significativamente mayor de IgG1 luego del 
booster (23 dpv). Este incremento podría deberse al efecto inmunoestimulador de BLS 
que ya ha sido reportado previamente. En ratones, se ha descripto que BLS puede 
activar la respuesta celular a través de la presentación antigénica en el contexto del 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de tipo 1, provocando además una 
fuerte y duradera respuesta de anticuerpos263. Por otro lado, también es capaz de 
activar e inducir la proliferación de las células dendríticas a través del Toll-like Receptor 
4 (TLR-4)264–266. Un efecto inmunoestimulador similar fue observado en gallinas 
inmunizadas con VP8d de rotavirus bovino fusionada a BLS, quienes presentaron una 
respuesta humoral específica aumentada, con respecto al grupo que recibió el 
antígeno solo267. Estos resultados confirman las propiedades adyuvantes de BLS, tanto 
en mamíferos como en aves, a pesar de los diferentes mecanismos inmunológicos 
involucrados. 
Además de su efecto adyuvante, las propiedades fisicoquímicas de BLS la convierten 
en una plataforma de display antigénico. Dada su conformación de dímero de 
pentámeros, presenta 10 sitios de unión N-terminales para el antígeno y la inserción 
de los mismos no provoca alteraciones conformacionales268,269. La baja 
inmunogenicidad de Stx2B270, probablemente debido a la poca estabilidad del 
pentámero sin la subunidad A271, es contrarrestada a través de su  fusión a BLS, 
generando una quimera estable y capaz de generar anticuerpos contra Stx2B. La 
inclusión de este antígeno en la formulación vacunal provocó una respuesta humoral 
específica en los terneros inmunizados, considerablemente menor que la obtenida en 
ratones vacunados con la misma proteína o con otros antígenos en el contexto de 
BLS261,269,272. A pesar de ello, los anticuerpos obtenidos fueron capaces de neutralizar 
la citotoxicidad de Stx2 in vitro. Esto sugiere que el inmunógeno Stx2B fusionado a BLS 
adopta su conformación pentamérica nativa y permite montar una respuesta inmune 
contra los sitios de unión de la toxina a sus receptores, que están presentes solo 
cuando la misma adquiere la conformación espacial adecuada273. Aún más, fue posible 
observar neutralización de la citotoxicidad a pesar de los bajos valores de DO por 
ELISA, a los días 9 y 15 post vacunación. Un efecto similar ha sido descripto 
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previamente en ratones inmunizados con esta quimera y desafiados por vía 
endovenosa con Stx2, los cuales fueron protegidos aun en ausencia de títulos 
significativos261. 
Aunque la DO obtenida en la determinación de anticuerpos contra Stx2B en ambos 
grupos que recibieron este antígeno fue muy similar, su capacidad neutralizante varió 
significativamente, siendo superior en el grupo que recibió únicamente la quimera 
para los 3 tiempos post vacunación ensayados. A pesar de que la afinidad de los 
anticuerpos generados no fue determinada en este ensayo, este fenómeno podría 
explicarse teniendo en cuenta que los sueros policlonales están compuestos por una 
mezcla de anticuerpos con distintas afinidades274, lo que explicaría su diferente 
comportamiento frente a un mismo antígeno. 
Además de la funcionalidad de los anticuerpos contra Stx2, la neutralización de otras 
propiedades de virulencia de EHEC O157:H7 fueron evaluadas. Tanto para el caso de la 
inhibición de la adherencia como de la lisis de glóbulos rojos ovinos, la neutralización 
de los sueros de los animales vacunados tanto con 2 como con 3 antígenos fue similar 
y significativamente superior a la del grupo control, a pesar de que este último 
presentó una moderada neutralización de ambas funciones. Este efecto ha sido 
reportado para el caso de la adherencia a HEp-2 en sueros pre inmunes tanto de 
cabras como de ratones236,275. Por otro lado, ha sido descripta la inhibición del SST3 
por factores presentes en el suero, tales como lactoferrina276 y α1-antitripsina277 lo 
que podría contribuir al efecto inhibidor observado en los sueros controles, 
considerando que ambas están presentes en suero bovino278,279. Por otro lado, la baja 
dilución de los sueros empleada en estos ensayos podría provocar este efecto a pesar 
del bajo título de anticuerpos específicos. De todas maneras, cabe destacar que 
aquellos animales inmunizados con proteínas del SST3 presentaron una capacidad de 
inhibición estadísticamente superior a la observada en los controles.  
Por otra parte, a pesar de que el grupo de animales vacunado con la formulación que 
incluyó la quimera presentó títulos más elevado de anticuerpos contra Intimina y EspB, 
esto no redundó en mayor actividad neutralizante, según se observara en los ensayos 
de inhibición de la lisis de glóbulos rojos y adherencia HEp-2. Una posible explicación 
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para este fenómeno es que a las diluciones de suero utilizadas, las moléculas a 
neutralizar en la superficie de EHEC O157:H7 se encontrarían saturadas. 
 
V.4 Conclusiones 
 
A través de este ensayo de inmunización de terneros, hemos demostrado que la 
vacunación con las proteínas recombinantes del SST3, IntiminaγC280 y EspB, y la 
subunidad B de la toxina Shiga 2, genera anticuerpos neutralizantes de la actividad de 
dichos factores de virulencia de EHEC O157:H7 in vitro. 
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VI.1 Introducción 
 
Según se demostrara en el capítulo anterior, la inmunización de terneros con proteínas 
recombinantes del Sistema de Secreción de Tipo III y la subunidad B de la toxina Shiga 
2, es capaz de inducir una respuesta sistémica de anticuerpos fundamentalmente IgG1. 
Estos anticuerpos tienen propiedades neutralizantes tanto de la adherencia de E. coli 
O157:H7 a líneas celulares como de la lisis provocada por el SST3 en glóbulos rojos 
ovinos. Asimismo, se ha observado la capacidad neutralizante de estos sueros sobre la 
citotoxicidad de Stx2 en células Vero. Teniendo en cuenta que estos antígenos resultan 
inmunogénicos en el bovino y que además son neutralizantes de diversas propiedades 
de virulencia de E. coli O157:H7 in vitro, resulta necesario evaluar su capacidad de 
protección in vivo.  
Considerando que la respuesta a BLS-Stx2B observada en el capítulo anterior fue 
moderada, y que dosis de 100 y 200 µg de esta proteína fueron utilizadas en la 
inmunización de ratones y ratas, respectivamente261,280, se propone una modificación 
en la dosis de este antígeno. Dado que la subunidad B representa aproximadamente 
un tercio dentro de la estructura total de la quimera, se empleó una dosis tres veces 
mayor con el fin de potenciar la respuesta generada. La composición aminoacídica de 
la quimera se observa en la figura 27: 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: composición aminoacídica de la quimera BLS-Stx2B 
 
Por otro lado, en el transcurso de este trabajo hemos demostrado la influencia de los 
anticuerpos pre-existentes contra la fracción carboxilo-terminal de Intimina γ en la 
colonización intestinal de terneros desafiados experimentalmente. A pesar de haber 
MHADCAKGKIEFSKYNEDDTFTVKVDGKEYWTSRWNLQPLLQSAQLTGMTVTIKSSTCESGSGF
AEVQFNNDGSGSGSGSGSLKTSFKIAFIQARWHADIVDEARKSFVAELAAKTGGSVEVEIFDVPG
AYEIPLHAKTLARTGRYAAIVGAAFVIDGGIYRHDFVATAVINGMMQVQLETEVPVLSVVLTPHHF
HESKEHHDFFHAHFKVKGVEAAHAALQIVSERSRIALV 
---- : Stx2B (72aa) 
----: linker (10aa) 
----: BLS (151aa) 
100 
 
demostrado este efecto in vivo y la neutralización de la virulencia in vitro por los 
anticuerpos obtenidos mediante la vacunación, las bases inmunológicas de esta 
protección no han sido estudiadas.  
Es por ello que en este capítulo se plantea, por un lado, evaluar la capacidad de 
protección de estas formulaciones vacunales frente al  desafío experimental, en las 
condiciones establecidas en el capítulo IV; y por el otro, describir los mecanismos 
inmunológicos asociados a la protección.  
 
VI.2 Metodología 
 
Con el objetivo de analizar la capacidad de protección de las formulaciones vacunales 
ensayadas en el capítulo anterior frente al desafío experimental con E. coli O157:H7, se 
realizó el ensayo que se describe a continuación. 15 terneros macho de 3 a 4 meses de 
edad de la raza Holando-Argentino fueron adquiridos de un tambo comercial de la 
provincia de Buenos Aires y trasladados a los establos de Bioseguridad nivel 2 del 
Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agronómicas (CICVyA) del 
Instituto de Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), donde permanecieron 
durante 1 semana previo al comienzo del ensayo para su aclimatación con libre acceso 
al agua y pellet de alfalfa. Los animales fueron seleccionados en base a la ausencia de 
E. coli O157:H7 así como de otras STEC en HRA, y también por poseer niveles bajos de 
anticuerpos séricos contra IntiminaγC280 (DO≤0.2).  
Pasado el período de aclimatación, los animales se dividieron en 3 grupos al azar y 
fueron inmunizados según el siguiente esquema: 
- Grupo control (n=5): PBS 
- Grupo 2 antígenos (n=5): IntiminaγC280 + EspB 
- Grupo 3 antígenos (n=5): IntiminaγC280 + EspB + BLS-Stx2B 
El protocolo de inmunización consistió en 2 dosis, una cada 15 días, con 100 µg de 
IntiminaγC280 y EspB, a los que se le agrega 300 µg de BLS-Stx2B en el caso del Grupo 
3 antígenos, por vía intramuscular en la tabla del cuello. Las proteínas fueron 
preparadas según se describe en la sección Materiales y Métodos. 24 días después de 
comenzado el protocolo de inmunización, los animales fueron desafiados por vía 
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intragástrica con 109 UFC de E. coli O157:H7 438/99, cepa empleada previamente en 
los ensayos de desafío experimental (ver capítulo IV).  
Para monitorear tanto la respuesta inmune como la excreción luego del desafío se 
tomaron muestras periódicas de sangre, suero e hisopado de unión recto-anal. La 
evaluación de liberación de Interferón γ en sangre entera estimulada con los antígenos 
vacunales así como la transcripción de citoquinas en células polimorfonucleares de 
sangre periférica (PBMC) se realizó los días 0, 24 y 36 días post vacunación. La 
presencia de anticuerpos en suero se evaluó a través de un ELISA indirecto a los días 0, 
15, 24 y 36 post vacunación, mientras que la excreción se analizó periódicamente 
durante 15 días luego del desafío, cuando se realizó la necropsia de los animales y se 
tomaron muestras de íleon, ciego e unión recto-anal para realizar cultivo y detección 
de anticuerpos en tejido. 
 
VI.3 Resultados y Discusión 
 
Respuesta inmune humoral 
Anticuerpos específicos contra los 3 antígenos empleados en el protocolo de 
inmunización fueron detectados en los animales vacunados, mientras que en el grupo 
control no se observaron cambios ni siquiera luego del desafío experimental. 
 
Anticuerpos anti IntiminaγC280 y EspB 
Los animales vacunados desarrollaron anticuerpos séricos específicos contra los 
antígenos empleados, mientras que este cambio no fue observado en los controles, 
excepto por un leve aumento no significativo de IgG1 contra EspB luego del desafío. 
Con respecto a IgG1, los anticuerpos contra IntiminaγC280 y EspB fueron 
significativamente más elevados en los terneros inmunizados respecto de los controles 
a partir del día 15 post vacunación. La segunda inmunización provocó un mayor 
aumento de los niveles de anticuerpos a los observados a los 15 días post vacunación 
(p<0.01). Los anticuerpos IgG1 contra Intimina fueron levemente más elevados que los 
obtenidos contra EspB. 
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Los animales inmunizados también desarrollaron anticuerpos de isotipo IgG2 aunque 
en menor medida que IgG1. La respuesta contra ambos antígenos fue similar 
observándose un aumento significativo a partir del día 15 post inmunización, a 
excepción del grupo 2 antígenos al día 15 contra EspB (figura 28). 
 
 
Figura 28: Anticuerpos específicos en suero de terneros a distintos tiempos post 
inmunización: (a) IgG1 contra IntiminaγC280 (c) IgG1 contra EspB (e) IgG1 contra 
Stx2B; (b) IgG2 contra Intimina γC280, (d) IgG2 contra EspB. Los resultados se muestran 
como la media ± EEM. 
 
Anticuerpos anti Stx2B: 
Un aumento de IgG1 contra la subunidad B de la toxina Shiga 2 se observó en aquellos 
animales vacunados con este antígeno a partir del día 24, luego de la segunda dosis. El 
booster fue necesario para generar un incremento significativo de estos anticuerpos, 
por encima del nivel de los controles. Cabe destacar la presencia de anticuerpos 
previos contra este antígeno en los tres grupos de animales, que se mantienen a lo 
largo del tiempo en el caso de los animales inmunizados con 2 antígenos y en el grupo 
control (figura 29).  
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Por otro lado, el nivel de IgG2 contra Stx2B fue muy bajo y no significativo (datos no 
mostrados). 
 
 
Figura 29: IgG1 específicos contra Stx2B en suero de animales inmunizados y el grupo 
control a distintos tiempos post vacunación. Los resultados se muestran como la media 
± EEM. 
 
Respuesta inmune en mucosas 
Anticuerpos específicos contra los antígenos vacunales fueron detectados en la 
mucosa de segmentos de íleon, ciego y unión recto-anal obtenidos en la necropsia de 
los animales inmunizados, que fueron significativamente más elevados que los del 
grupo control. 
 
Anticuerpos anti IntiminaγC280 y EspB 
Los anticuerpos IgG1 contra IntiminaC280 obtenidos de la mucosa fueron 
significativamente más elevados en íleon, ciego y unión recto-anal de los animales 
vacunados tanto con 2 como con 3 antígenos, respecto del grupo control. Asimismo, la 
diferencia entre ambos grupos inmunizados fue no significativa (figura 30 a). 
Con respecto a los anticuerpos contra EspB, una diferencia estadísticamente 
significativa fue observada en unión recto-anal de los 2 grupos vacunados con este 
antígeno, respecto del control (figura 30 b). 
No se observaron diferencias significativas entre los distintos segmentos en un mismo 
grupo de animales.  
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El isotipo IgG2 fue detectado en niveles muy bajos en todos los segmentos intestinales 
(dato no mostrado). 
 
Figura 30: anticuerpos específicos en mucosas de íleon, unión recto-anal y ciego de los 
animales inmunizados y grupo controles: (a) IgG1 anti IntiminaC280; (b) IgG1 anti EspB. 
Los resultados se muestran como la media ± EEM. 
 
Anticuerpos anti Stx2B: 
Anticuerpos IgG específicos contra Stx2B fueron detectados en los segmentos 
intestinales evaluados. Una diferencia estadísticamente significativa fue observada en 
el íleon de los animales inmunizados con la quimera BLS-Stx2B respecto del mismo 
segmento de los terneros vacunados con IntiminaγC280 y EspB, y el grupo control. Por 
otro lado, la unión recto-anal presento el menor nivel de anticuerpos en mucosas 
contra Stx2B (figura 31). 
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Figura 31: anticuerpos IgG específicos en mucosa de íleon, unión recto-anal y ciego de 
los animales inmunizados y el grupo control. Los resultados se muestran como la 
media ± EEM. 
 
Neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en células Vero 
Una efectiva neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en células Vero fue observada 
tanto en suero como en homogenatos de los segmentos intestinales de los animales 
inmunizados con la quimera BLS-Stx2B. 
 
Suero:  
El suero de los animales inmunizados con 3 antígenos indujo una neutralización 
significativa a partir del día 15 post vacunación, comparado con el grupo inmunizado 
solo con 2 antígenos y el control, siendo la neutralización máxima a los 15 y 24 dpv (85-
95%). A los 36 dpv, es decir, 12 días después del desafío, se observó un descenso de la 
capacidad neutralizante de estos sueros.  
Tanto los sueros pre-inmunes de los 3 grupos como los sueros de los animales 
inmunizados con 2 antígenos y los controles a los distintos tiempos post vacunación  
presentaron neutralización de la citotoxicidad de entre 40 y 60% (figura 32). 
 
 
106 
 
Figura 32: neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en suero de animales vacunados y 
controles  a distintos tiempos post vacunación. Los resultados se expresan como la 
media ± EEM de tres experimentos realizados por cuatriplicado. 
 
Mucosas: 
Diferencias significativas en la neutralización de Stx2 en la mucosa intestinal fue 
observada en los 3 segmentos estudiados del grupo inmunizado con BLS-Stx2B 
respecto del grupo que recibió solo 2 antígenos y de los controles en una dilución del 
homogenato 1:100. Diluciones mayores no mostraron efecto neutralizante mientras 
que el homogenato concentrado (1:10) presentó un efecto tóxico intrínseco (datos no 
mostrados). 
 
Figura 33: neutralización de la citotoxicidad de Stx2 en homogenatos (1:100) de íleon, 
ciego y unión recto-anal de los animales inmunizados con Int+EspB (2Ag), 
Int+EspB+BLS-Stx2B (3Ag) y el grupo control. 
 
 
 
107 
 
Detección de mRNA de citoquinas en PBMC estimulados 
Con el fin de evaluar el perfil de secreción de citoquinas en respuesta a la vacunación y 
al desafío experimental, el mRNA de IL-2, 4, 8, 10, IFNγ, TNFα y TGFβ fue evaluado en 
PBMC estimulados con los 3 antígenos empleados en la inmunización, al comienzo del 
protocolo, después de la segunda dosis (24 dpv) y 12 días después del desafío (36 dpv). 
Ninguna diferencia fue observada luego de la estimulación de los PBMC pre-inmune en 
ninguno de los 3 grupos. Asimismo, tampoco se registraron diferencias entre las 
muestras no estimuladas a los días 24 y 36 post-vacunación respecto de las muestras 
pre-inmunes no estimuladas. 
Al día 24 post-vacunación un aumento en el mRNA de IL-4 fue detectado en ambos 
grupos inmunzados respecto del grupo contro (Figura  34 a y b). 
 A los 36 dpv no se observaron diferencias significativas entre los animales 
inmunizados con ambas formulaciones respecto del control.  Sin embargo, un patrón 
diferente de secreción de citoquinas fue identificado entre los 2 grupos vacunados. IL-
4 se encontró up-regulada mientras que IL-8 fue down-regulada en aquellos animales 
que recibieron la quimera BLS-Stx2B en su formulación vacunal (Figura 34  c).  
 
 
 
(a) 
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Figura 34: expresión relativa de mRNA de citoquinas en PBMC estimulados con los 
antígenos empleados en el protocolo de inmunización. (a) IntiminaγC280 +EspB 
comparado con grupo control a los 24 dpv; (b) IntiminaγC280 +EspB+BLS-Stx2B 
comparado con el grupo control a los 24 dpv; (c) IntiminaγC280 +EspB comparado con 
IntiminaγC280 +EspB+BLS-Stx2B a los 36 dpv. 
 
 
Secreción de Interferón γ en sangre entera estimulada 
La estimulación de sangre entera de animales inmunizados no generó una liberación 
significativa de IFNγ respecto de los animales control, a excepción del grupo vacunado 
con dos antígenos y estimulado con Stx2B al día 24 post inmunización. Como se 
observa en la figura 35 , existe un leve aumento de la secreción tanto a los 24 como a 
los 36 dpv para los grupos inmunizados con dos y tres antígenos y estimulados con 
IntiminaγC280 y con EspB, que no alcanza significancia. 
(c) 
(b) 
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Figura 35: Liberación de Interferón γ en PBMC estimulados con IntiminaγC280, EspB y 
Stx2B a distintos tiempos post vacunación. Los resultados se expresan como índice de 
Densidad Óptica (IDO), que representa la DO de los cultivos estimulados con antígenos 
específicos sobre DO de la estimulación con PBS. 
 
Excreción de E. coli O157:H7  
Para realizar el análisis de excreción, las UFC fueron normalizadas y ajustadas a un 
modelo de medidas repetidas, según se explica en Materiales y Métodos. La 
comparación estadística se realizó estimando las áreas bajo la curva (AUC) con el 
modelo explicado anteriormente. 
Una reducción significativa del AUC de ambos grupos vacunados respecto del control 
fue observada. Sin embargo, no se evidenciaron diferencias entre ambos grupos de 
inmunización, tal como se muestra en la Figura 36 (AUC IntiminaγC280 +EspB vs 
IntiminaγC280 +EspB+BLS-Stx2B p=0.662; AUC IntiminaγC280 +EspB vs control 
p=0.0024; AUC IntiminaγC280 +EspB+BLS-Stx2B vs control p=0.0051). 
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Figura 36: Excreción de E. coli O157:H7 en los 3 grupos involucrados en el protocolo de 
inmunización, durante 15 días luego del desafío. Los resultados se expresan como log 
UFC/hisopo ± EEM. 
 
La vacunación con proteínas de SST3 ha sido extensamente evaluada tanto en ensayos 
de desafío experimental como en condiciones de infección naturales, habiéndose 
obtenidos resultados muy variables que dependen de la preparación de los 
inmunógenos, la edad de los animales y  las cepas utilizadas en el desafío254. Según se 
mencionara previamente, nuestro grupo de trabajo ha demostrado la reducción de la 
excreción de E. coli O157:H7 luego de la infección experimental de terneros vacunados 
con Intimina y EspB. Asimismo, en los capítulos IV y V de esta tesis hemos expuesto la 
influencia de los anticuerpos contra Intimina obtenidos a través del calostro o del 
contacto en condiciones naturales con la bacteria, en la colonización intestinal del 
bovino; como así también la capacidad de los anticuerpos generados en respuesta a la 
vacunación de neutralizar propiedades de virulencia de dicha bacteria. Estos 
resultados sugieren que una eficiente respuesta inmune permitiría reducir la 
colonización y la excreción de  E. coli O157:H7 en el ganado bovino. 
El efecto inmunomodulador de las toxinas Shiga en el bovino ha sido ampliamente 
descripto. Stx1 bloquea la activación y la proliferación de PBMC y linfocitos 
intraepiteliales en el intestino bovino143,258, alterando las poblaciones celulares y los 
patrones de secreción de citoquinas141,143. Por otro lado, Stx2 ha sido asociada a la 
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supresión de la respuesta inmune en el ganado bovino durante las fases tempranas de 
activación y a un aumento de la colonización intestinal en el modelo murino126,145.  
Dado que la mayoría de las cepas STEC aisladas en nuestro país, tanto de ganado 
bovino y sus derivados cárnicos como así también de casos humanos de SUH y diarrea, 
poseen el gen de la toxina Stx2103,244,281, la inclusión de este antígeno en la vacuna 
resulta pertinente. La subunidad B de Stx2 como fusión a BLS permite generar 
anticuerpos neutralizantes de la citotoxicidad in vitro, según se demostrara en el 
capítulo anterior. Kerner y col (2015) obtuvieron resultados similares luego de la 
inmunización de terneros con los toxoides de Stx 1 y 2, a pesar de que este efecto no 
ha sido comprobado in vivo aun181.  
El incremento en la dosis de BLS-Stx2B indujo un aumento en los niveles de 
anticuerpos contra este antígeno, respecto de los observados en el capítulo V. Sin 
embargo, a esta dosis no se observó el efecto inmunoestimulador sobre la respuesta a 
Intimina y EspB, como fue previamente observado (Capítulo V). Estos anticuerpos 
presentaron capacidad neutralizante de la citotoxicidad de Stx2 en células Vero y 
fueron eficientemente transferidos a la mucosa de los 3 segmentos intestinales 
estudiados, donde también fueron capaces de neutralizar a la toxina in vitro.  
Con respecto a los patrones de secreción de citoquinas, la estimulación de PBMC de 
los grupos inmunizados tanto con 2 como con 3 antígenos a los 24 dpv provocó un 
aumento del mRNA de IL-4. Este efecto ha sido descripto sobre linfocitos intra-
epiteliales obtenidos de íleon bovino luego de la incubación con Stx1, pero no ha sido 
observad en linfocitos circulantes141. A pesar de que la toxina funcional es requerida 
para provocar esta estimulación, en nuestro caso se utilizó la subunidad B con un 
pequeño fragmento de la subunidad A181. Esta citoquina promueve la diferenciación de 
linfocitos a un perfil Th2 y la proliferación y diferenciación de linfocitos B, lo que 
concuerda con el predominio de IgG1 observado en la respuesta humoral a los 3 
antígenos282.   
12 días después del desafío, el grupo inmunizado con la quimera BLS-Stx2B presentó 
una up-regulación de IL-4 mientras que IL-8, un potente quimiotáctico de neutrófilos, 
fue down-regulada respecto de los animales que recibieron 2 antígenos, lo que sugiere 
que el contacto con la bacteria induce cambios específicos dependiendo de los 
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antígenos con que hayan sido inmunizados. A pesar de que es necesario realizar más 
estudios para determinar fehacientemente cuál de los 3 antígenos provoca este efecto 
ya que la estimulación se realizó con una mezcla de los 3, Stx2B podría ser responsable 
de este patrón de citoquinas, dado que es el antígeno que difiere entre ambos grupos 
de inmunización.    
A lo largo de este capítulo se ha demostrado la reducción de la excreción de E. coli 
O157:H7 luego del desafío experimental en terneros inmunizados con proteínas 
recombinantes del SST3 y la subunidad B de la toxina Shiga 2. Sin embargo, esta 
reducción fue similar entre ambos grupos de inmunización, lo que sugiere que la 
inclusión de la quimera BLS-Stx2B no confiere protección adicional a la previamente 
observada por la formulación que contiene Intimina y EspB, a pesar de haberse 
demostrado su capacidad de neutralización tanto en suero como en la mucosa de 
intestino delgado, grueso y unión recto-anal. Varias hipótesis podían explicar este 
fenómeno, que se describen a continuación: 
I. El nivel de anticuerpos generados en respuesta a la inmunización es bajo y por lo 
tanto incapaz de neutralizar la toxina producida en el intestino bovino. A pesar de 
que un incremento en los niveles de anticuerpos contra Stx2B fueron obtenidos 
aumentando la dosis de este antígeno, éstos siguen siendo bajos respecto de los 
observado luego de la inmunización con este antígeno en otras especies y con otras 
proteínas fusionadas a BLS261,262,267,280. Esta respuesta moderada sugiere que podría 
existir tolerancia inmunológica a Stx2B en el bovino. En este sentido, dominios que 
se asemejan a los sitios de unión a Gb3 de Stx2B han sido descriptos en el receptor 
de Interferón α y el CD19283,284. 
II. No hay efecto inmunosupresor de la toxina. La inmunosupresión mediada por Stx 
ha sido ligada al bloqueo de la respuesta inmune durante las primeras fases de  
activación, y no a la supresión de una respuesta ya establecida. Dado que los 
animales involucrados en el protocolo de inmunización presentaban anticuerpos 
previos de isotipo IgG1 contra la subunidad B de Stx2, no es posible descartar que 
hayan tenido un contacto previo con E. coli O57:H7 u otras STEC, o que hayan 
adquirido los anticuerpos a través de la vía maternal. Sin embargo, la estimulación 
de PBMC de los grupos controles no mostró cambios significativos en el patrón de 
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secreción de citoquinas a los distintos tiempos post-vacunación respecto de su 
condición pre-inmune, lo que sugiere que no hay una respuesta de memoria contra 
este antígeno, o al menos, que no es posible desencadenarla con el antígeno 
empleado en la estimulación. 
III. Que se requiere la neutralización de la subunidad A para neutralizar la toxina.  
Recientemente ha sido demostrada in sílico la presencia de epitopes T y B sobre las 
subunidades A de Stx1 y 2285 y ha sido reportado que anticuerpos con capacidad de 
inhibir la actividad N- glicosidasa de Stx2 protegen de la citotoxicidad de la toxina 
tanto in vitro como in vivo en el modelo murino286. Sin embargo, la presencia 
únicamente de anticuerpos contra la subunidad B son suficientes para neutralizar a 
Stx2261,287,288. 
IV. La neutralización de Stx2 en el intestino bovino inhibe el desarrollo de una 
respuesta previamente establecida. Un efecto similar ha sido observado luego de la 
vacunación con la flagelina H7, donde los anticuerpos IgG generados en respuesta a 
la inmunización sistémica neutralizaban la activación de TLR5, parte de la respuesta 
innata a este antígeno, aumentando la excreción de E. coli O57:H7 luego del desafío 
experimental168. 
 
VI.4 Conclusiones 
La inclusión de BLS-Stx2B en la formulación vacunal no confirió una reducción de la 
excreción de E. coli O157:H7 adicional a la observada para IntiminaγC280  y EspB, a 
pesar de haber generado una respuesta neutralizante de la citotoxicidad de Stx2 in 
vitro tanto en suero como en la mucosa intestinal de los animales inmunizados con 
este antígeno.   
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La vacunación implica la estimulación del sistema inmune de manera de generar  
inmunidad a través de la administración de un patógeno o componentes del mismo, 
que preserven su antigenicidad pero no su capacidad de provocar enfermedad. El 
origen de la palabra “vacuna”, del latín vacca que significa vaca, se remonta a 1796 
cuando el Dr. Jenner demuestra que la inmunización de humanos con el virus de la 
viruela bovina generaba anticuerpos capaces de prevenir la infección por viruela 
humana289. 
En el campo de la medicina veterinaria, la vacunación es ampliamente utilizada tanto 
para prevenir los síntomas de una enfermedad y las pérdidas económicas asociadas a 
su morbi-mortalidad, como así también para disminuir la diseminación del patógeno y 
la infección de otros animales y/o personas, en el caso de las zoonosis290. En este 
sentido, el concepto de “Una salud” describe a la salud humana en relación directa con 
la salud veterinaria y el medio ambiente, dado que seis de cada diez enfermedades 
infecciosas son trasmitidas por animales291. A pesar de ello, solo un número limitado 
de enfermedades animales cuentan con vacunas e inmunoterapias, donde las ventas 
de estos productos ascienden a USD5 billones en un mercado global de productos de 
uso veterinario que genera USD23 billones292. 
Según se mencionara previamente, desde hace varios años los esfuerzos 
internacionales se han centrado en producir una vacuna contra E. coli O157:H7 para el 
ganado bovino. Tal es el caso que dos vacunas obtuvieron las licencias pertinentes 
para su comercialización y aplicación en países como Canadá, Estados Unidos, Australia 
y algunos países de la Unión Europea. Éstas son la vacuna desarrollada por la empresa 
Epitopix que utiliza la tecnología SRP®, y una vacuna compuesta por el sobrenadante 
de cultivo de E. coli O157:H7 que incluye proteínas secretadas del SST3 (Econiche). 
La vacuna Econiche fue licenciada por la compañía canadiense Bioniche Life Sciences, 
con autorización de la Agencia de Inspección de Alimentos Canadiense para su 
aplicación en el ganado bovino en un régimen de tres dosis, siendo las dos primeras 
aplicadas durante el primer año de vida, y una tercera dosis luego del año.  El costo de 
esta vacuna fue de menos de USD3 la dosis y su aplicación demostró, en estudios 
experimentales, que los animales inmunizados tenían un 92% menos de probabilidad 
de ser colonizados por E. coli O157:H7293.  
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A pesar de su demostrada efectividad y su bajo costo, la adopción de esta vacuna fue 
muy baja siendo utilizada por un 5% de los productores canadienses, hasta que su 
producción fue discontinuada, luego de que Bioniche fuera adquirida por una empresa 
francesa. A través del análisis de la información obtenida en una encuesta realizada a 
estos productores se concluyó que la baja adopción de la vacuna se debió a que los 
gastos incurridos no se vieron reflejados en sus ganancias, sino que  los beneficiarios 
fueron otros sectores de la cadena productiva tales como frigoríficos, carnicerías e 
incluso plantas potabilizadoras de agua293.  
Para que la aplicación de una vacuna en animales de producción sea factible, debe 
reunir una serie de condiciones. Entre ellas, debe ser reproducible en su fabricación y 
los costos de manufactura deben ser lo suficientemente bajos para que puedan ser 
absorbidos por la industria, con un precio sugerido de 3 USD o menos por dosis177. Uno 
de los principales impedimentos en la adopción de la vacunación como medida de 
control de la colonización por E. coli O157:H7, es que el ganado bovino no es afectado 
por la presencia de la bacteria con lo cual no tiene impacto en la salud animal ni 
tampoco en su productividad293. Ochieng’ y Hobbs (2016) describieron una serie de 
incentivos en el mercado tales como precios preferenciales para la venta de ganado 
vacunado, restricciones en la exportación o multas en caso de identificación de un 
establecimiento como fuente de infección con esta bacteria, para promover la 
implementación de la vacunación contra E. coli O157:H7294. 
La utilización de modelos de simulación de transmisión de E. coli O157:H7 en un rodeo 
bovino y su relación con el riesgo de contagio humano, fueron utilizados para predecir 
el impacto de la vacunación del ganado en la salud pública. Una reducción de entre el 
50 y el 85% de los casos clínicos humanos fue estimada utilizando este modelo, lo que 
sugiere que la vacunación es una efectiva estrategia de intervención pre-faena170. Sin 
embargo, la disminuida transmisión entre animales como así también la reducción en 
la carga de E. coli O157:H7 en el ambiente y en las carcasas bovinas obtenida a través 
de la vacunación, no debe ser revertida en las prácticas de manejo subsiguientes tales 
como el transporte al frigorífico o la misma faena254.   
Dada que Argentina presenta la incidencia de SUH más elevada en el mundo, y que el 
ganado bovino ha sido identificado como la principal fuente de infección,  el desarrollo 
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de una vacuna que permita reducir la colonización del bovino por E. coli O157:H7 
resulta pertinente. Esta estrategia de intervención debería ser aplicada en el marco de 
un programa de control y prevención que incluya medidas post-faena como así 
también la concientización y capacitación de toda persona involucrada en el manejo de 
animales y/o alimentos potencialmente contaminados.  
A lo largo de esta tesis y en trabajos previos de nuestro grupo se ha demostrado que la 
vacunación con proteínas recombinantes del SST3 de E. coli O157:H7 es capaz de 
reducir la excreción fecal de la bacteria en terneros desafiados experimentalmente. Sin 
embargo, la inclusión de la quimera BLS-Stx2B no produjo ningún efecto sobre el 
recuento ni el tiempo de excreción de los animales desafiados. La inclusión de este 
antígeno implicaría por un lado, la neutralización de las propiedades 
inmunosupresoras de Stx en el intestino bovino y  por el otro, la capacidad de conferir 
protección cruzada frente a otros serotipos de STEC no O157. Si bien se obtuvieron 
anticuerpos neutralizantes de la citotoxicidad de Stx2 tanto en suero como en mucosas 
luego de la inmunización, no se observó una protección superior respecto de la 
observada en los animales inmunizados únicamente con IntiminaγC280 y EspB frente 
al desafío experimental. Aún queda por determinarse si la inclusión de este antígeno 
altera los patrones de excreción de E. coli O157:H7 a largo plazo y luego de 
exposiciones recurrentes a bajas dosis de la bacteria.  
La  capacidad de protección cruzada frente al desafío con otras STEC no fue evaluada 
en este trabajo, aunque hubiera resultado interesante dado que las toxinas son el 
único factor de virulencia compartidos por todas las cepas STEC. 
Por otro lado, recientemente ha sido descripta la presencia de epitopes T CD4+ 
eficientemente reconocidos por células T de nódulos linfáticos rectales de terneros 
colonizados por E. coli O157:H7, en la región N-terminal de Intimina295. Estos 
resultados sugieren que esta región es un target inmunológico importante, que podría 
ser requerido para generar una respuesta de memoria que se active frente a la 
colonización. Estos epitopes están ausentes en el antígeno empleado en este trabajo, 
que consiste en la fracción carboxilo-terminal de Intiminaγ, por lo que su inclusión 
representa una alternativa para la optimización de la protección. Además, el grado de 
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conservación de la región N-terminal permitiría obtener una potencial protección 
cruzada frente a todas las cepas LEE+.  
Asimismo, los anticuerpos específicos generados en respuesta a una variante de EspB 
podrían no reconocer otras variantes de esta proteína. Con el fin de incrementar el 
potencial inmunogénico y la capacidad de protección de este antígeno, podría 
utilizarse una quimera de las distintas variantes o bien los dos epitopes consenso 
identificados en todas las variantes de EspB, según se describe en Caetano y col. 
(2017)296.  
 
Es por todo lo expuesto que a través de este trabajo de tesis se ha demostrado la 
factibilidad de utilizar la vacunación como una estrategia de intervención pre-faena 
para el control de infecciones bovinas por Escherichia coli O157:H7, con el objetivo de 
reducir el contagio humano y el desarrollo de patologías asociadas a este grupo de 
bacterias. Según se mencionara previamente, el SUH es endémico en nuestro país y se 
inicia, en más del 70% de los casos, por infecciones de E. coli O157:H7 productor de 
toxina Stx2. Si bien las causas que originan esta situación no han sido hasta ahora 
claramente establecidas, este problema debe ser abordado mediante diferentes 
estrategias que reduzcan la diseminación del patógeno en el ambiente y la 
contaminación de agua, vegetales y otras especies animales. En este sentido, el 
desarrollo de una vacuna recombinante para su utilización en animales de consumo 
significa un aporte para la solución de un problema de salud pública, no solo para 
Argentina sino para la región y el mundo. 
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